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Uber die Inaktivierung des Kallikreins. 
(VI. Mitteilung tiber dieses Kreislaufhormon.) 


Von 


H. Kraut, E. K. Frey und E. Werle. 
Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem Kaiser-Wilhe!lm-Institut fir Arbeitsphysiologie, Dortmund-Miinster und aus der 
Chirurgischen Universititsklinik der Charité in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Juni 1930.) 


Ein den Blutkreislauf beeinflussendes Hormon, das wir vor 
kurzem in der Pankreasdriise nachgewiesen und daher Kallikrein?) 
genannt haben?), gibt mit einem Bestandteil des Serums eine 
charakteristische Reaktion.*) Die physiologische Wirkung des 
Hormons wird nimlich beim Zusammenbringen mit Serum auf- 
gehoben, nicht etwa weil das Kallikrein durch die Einwirkung des 
Serums zerstért wiirde, oder weil darin ein Stoff von entgegen- 
gesetzter Wirkung vorhanden wire; vielmehr geht das Kallikrein 
mit einer Substanz des Serums eine neue Verbindung ein, der 
die physiologische Wirkung auf den Kreislauf fehlt. Bedingung 
fiir das Zusammentreten der beiden K6rper ist neutrale oder 
schwach alkalische Reaktion; die inaktive Verbindung wird durch 
Saiure zerlegt, und man kann auf diese Weise aus ihr das aktive 
Hormon zuriickgewinnen. Auch im Harn wird stets das aktive 
Hormon ausgeschieden, dagegen weder das inaktive, noch der In- 
aktivator selbst. 

Wir haben nun gefunden, da8 das Vorkommen eines Inak- 
tivators des Kallikreins nicht auf das Blut oder Serum beschriinkt 
ist. WaB8rige Extrakte aus verschiedenen Organen von Rindern, 
Schafen und Ziegen besitzen dieselbe Fiahigkeit, die Wirkung des 
Kallikreins bei neutraler oder schwach alkalischer Reaktion auf- 
zuheben, und Siurezusatz zerlegt ebenfalls die inaktive Verbindung, 
die das Kallikrein mit den Extrakten aus diesen Organen eingeht. 

Weitaus am wirksamsten haben sich die Extrakte aus den 
Lymphdriisen und Ohrspeicheldriisen von Rindern erwiesen. 





1) Von xadhixgeas = nayxoens. 
2) H. Kraut, E.K. Frey ua. E. Werle (IV. Mitt.), Diese Z. 189, 


97 (1930). 
3) H. Kraut, E. K. Frey u. E. Bauer (II. Mitt.), Diese Z. 175, 


97 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCII. l 
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Schon der Auszug aus 0,2—0,4 mg der mit Aceton und Ather 
getrockneten Driisen ist imstande, die Kreislaufwirkung einer 
Kalhikreineinheit aufzuheben. Weniger Inaktivator ist in der Leber, 
noch etwas weniger in der Milz und im Riickenmark der Rinder 
enthalten. Aber immer noch wird eine Kallikreineinheit vom 
wiBrigen Auszug aus 2,5—5,0 mg Trockenpulver dieser Organe 
inaktiviert, wihrend dazu 0,1—5,0 cem menschliches oder tierisches 
Serum erforderlich sind. Mit Extrakten aus Lymphdrisen von 
Schafen und Ziegen wird keine Inaktivierung erzielt, aber die 
Ausztige aus der Milz dieser Tiere inaktivieren ebenso stark, wie 
die aus der Milz von Rindern. 

In allen Organen von anderen Tieren und von Menschen, 
die wir einer Priifung unterzogen, haben wir die Abwesenheit 
eines Inaktivators festgestellt, wiihrend das Blut aller unter- 
suchten ‘Tiere und Menschen Inaktivierungsfihigkeit besitzt. Es 
ist darum zweifelhaft, ob der Inaktivator in Lymphdrisen, Ohr- 
speicheldriisen und Lebern der Rinder, in der Milz von Rindern, 
Schafen und Ziegen gebildet wird, da er dann bei den anderen 
Tieren eine andere Produktionsstitte haben miBte. Vielleicht 
wird er in diesen Organen nur gespeichert, oder dem Blutumlauf 
entzogen, um die Wirkung des Kallikreins hervorzurufen. Es ist 
auch nicht sicher, daB der in den Organen der drei Wiederkaiuer 
aufgefundene Inaktivator und der im Blut vorhandene chemisch 
identisch sind. Einige Unterschiede im Verhalten konnten aller- 
dings auf die Begleitstoffe des Serums dadurch zuriickgefiihrt 
werden, da8 nach Zusatz einer kleinen Serummenge zu dem aus 
Organen gewonnenen Inaktivator die Unterschiede verschwanden. 
So ist die Zerstérung des Seruminaktivators beim Kochen wohl 
eine irreversible Adsorption an das entstehende EiweiBkoagulat ; 
die erheblich gréBere Wirmebestindigkeit des Inaktivators aus 
Lymphdriisen wird schon durch geringen Serumzusatz aufgehoben. 
Dieser vermindert auch die Siurebestiindigkeit des Lymphinakti- 
vators. Alle Inaktivatorpriparate, die aus Serum und die aus 
tierischen Organen, werden von enterokinasefreiem Trypsin zer- 
stért, allerdings mit verschiedener Geschwindigkeit. Rasch ver- 
schwindet die Inaktivierungsfihigkeit der reinen Praéparate aus 
Lymphdriisen oder Ohrspeicheldriisen, langsamer diejenige von 
Priparaten aus Leber und Milz, noch langsamer die von Serum. 
Der Inaktivator ist also zur Ko6rperklasse der Polypeptide zu 
rechnen. Damit stimmt auch seine 'eilchengré8e tiberein. Er pas- 
siert Ultrafilter und in gewissen Grenzen sogar Pergamentmembran. 
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Fiir das Studium der Inaktivierungsreaktion bietet die Ge- 
winnung von inaktivierenden Lésungen aus tierischen Organen 
eroBe Vorteile. Im Serum ist der Inaktivator von einer Menge 
physiologisch und chemisch sehr wirksamer, und nur schwer von 
ihm abtrennbarer Stoffe begleitet, so daB zwischen 20 und 1000 mg 
organischer Substanz zur Inaktivierung einer Kallikreineinheit ver- 
wendet werden miissen. Das Serum ist daher nie ohne Ein- 
flu8 auf die Reaktionsfihigkeit der Versuchstiere, oft sogar 
von starker Giftwirkung. Es enthilt die von H. Freund?) 
beschriebenen Blutgifte, deren Entstehung nach seinen Arbeiten 
an den Zerfall des Blutes gekniipft ist, und die er in Friih- 
und Spitgifte eimteilt. Auch ist es ein Nachteil, da% man 
bei der Inaktivierung mit Serum neben dem freien Inaktivator 
stets noch eine meist unbekannte Menge von inaktiviertem 
Kallikrein in den Versuchsansatz hineinbringt. Dagegen ent- 
halten die aus den Organen von Rindern, Schafen und Ziegen 
gewonnenen Inaktivatorlésungen kein Kallikrein, und sie _be- 
sitzen einen hohen und durch einfache MaBnahmen, wie z. B. 
durch Alkoholfaillung leicht zu steigernden Reinheitsgrad. So 
war von dem wirksamsten Extrakt aus getrockneten Ohrspeichel- 
driisen von Rindern die 0,3 mg des Driisenpulvers entsprechende 
Menge zur Inaktivierung einer Kallikreineinheit ausreichend, und 
sie enthielt nur 0,012 mg organischer Substanz. Die Ausziige aus 
Rinderlymphdriisen enthielten meist eine Inaktivatoreinheit ge- 
bunden an 0,083—0,06 mg organischer Substanz. Aus diesen 
Extrakten la8t sich die wirksame Substanz meist ohne Verlust 
durch Alkohol ausfiallen. Schon von 6 y des besten so gewonnenen 
Praiparates wurde eine Kallikreineinheit inaktiviert. 

Drei wichtige Beobachtungen konnten mit Hilfe der aus 
Rinderdriisen hergestellten Inaktivatorlésungen gemacht werden. 

Die eine betrifft die Einwirkung von Siure auf die inaktive 
Verbindung. Wihrend wir in unserer zweiten Mitteilung an- 
genommen haben, da8 durch das Ansiuern des Serums der Inakti- 
vator zerstért, und so das mit ihm verbundene Kallikrein zur 
Wirksamkeit gebracht werde, wird vielmehr durch die Siure nur 
die inaktive Verbindung zerlegt, wihrend der Inaktivator selbst 
in gewissen Grenzen siaiurebestindig ist. Die Menge des Inakti- 





1) H. Freund, Arch. exp. Path. u. Pharm. 86, 266 (1920); 88, 39 
(1920); 91, 272 (1921); H. Freund u. R. Gottlieb, Miinch. Med. Wochschr. 
1921, 383; vgl. ferner K. Zipf u. E. Wagenfeld, Arch. exp. Path. u. Pharm. 
150, 70, 91 (1930). 


1* 
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vators nimlich, die -benétigt wird, um eine Ejinheit des Kalli- 
kreins zu inaktivieren, ist in sehr hohem MaBe abhingig von der 
Wasserstoffionenkonzentration der Lésung. Sie ist am kleinsten 
bei schwach alkalischer Reaktion zwischen px 8 und 11. Bei noch 
stirkerer Alkalitat wird der Inaktivator zerstért; auf der sauren 
Seite aber erfolgt ein steiler Anstieg der zur Inaktivierung bené- 
tigten Mengen, so daB schon bei neutraler Reaktion das Doppelte, 
bei px 6 mehr als das Vierfache des Inaktivatorminimums an- 
gewandt werden muB, und bei px 5 ist tiberhaupt keine Inakti- 
vierung mehr festzustellen. Eine Zerstérung des Inaktivators 
durch Siure tritt erst unterhalb px 2 ein. Oberhalb dieser Grenze 
liBt sich jede durch Séuerung hervorgerufene Zerlegung der 
inaktiven Verbindung durch Alkalisierung wieder riickgingig 
machen. Natiirlich war es notwendig, dieses mit Lymphdriisen- 
inaktivator erhaltene Ergebnis mit Serum selbst zu kontrollieren. 
Auch hier liegt das Optimum der Inaktivierungsfihigkeit bei px 8, 
und es laBt sich die Abnahme der Inaktivierung nach der sauren 
Seite deutlich verfolgen. Bei pxd kann auch mit Serum keine 
Inaktivierung mehr erzielt werden. Die Abnahme der Inakti- 
vierungsfihigkeit mit sinkendem px hat in den Versuchen unserer 
II. Mitteilung den Inaktivator unbestindiger erscheinen lassen, 
als er in Wirklichkeit ist, indem die beim Stehen des Serums auf- 
tretende Siure eine Abnahme des Inaktivierungsvermégens vor- 
tiiuschte. Im Serum ist er immerhin einige Tage, in den Extrakten 
aus Rinderiymphdriisen sogar monatelang unverandert haltbar. 

Es wird auch der zeitliche Verlauf der Inaktivierungsreaktion 
besser durch die reineren Priparate aus tierischen Organen ge- 
prift. Wenn man eine Kallikreineinheit mit der eben ausreichenden 
Menge Inaktivator versetzt, so dauert die Inaktivierung mit Serum 
und mit Lymphdrisenpriparaten mindestens eine halbe Stunde. 
Mit iiberschiissigem Inaktivator aus Serum konnten wir die 
Reaktionszeit auf 10 Minuten herabdriicken. Bei Versuchen mit 
Lymphdriiseninaktivator liBt sich die Reaktionszeit noch weiter 
verkiirzen. Die Inaktivierung erfolgt mit der 8-fachen Inakti- 
vatormenge schon in der zum Versuchsansatz und zur Einspritzung 
benétigten Zeit von etwa 2 Minuten. 

Kine dritte Erkenntnis ist wegen der Giftigkeit des Serums und 
der fiir die Versuche benétigten Mengen nur mit den Praiparaten 
aus Driisen zu gewinnen. Sie betrifft die Lage des chemischen 
Gleichgewichts bei der Reaktion des Hormons mit dem Inakti- 
vator. Beim optimalen px besteht im Gemisch der zwei Kom- 
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ponenten fast nur die inaktive Verbindung. Es wird auch,.so weit 
es die Genauigkeit des Tierversuchs zu bestimmen gestattet, von 
einer Einheit des Inaktivators ungefihr gleich viel Hormon inak- 
tiviert, ob diese Einheit des Inaktivators auf eine oder auf 10 Ein- 
heiten des Kallikreins einwirkt. Aber es bleibt doch, sofern man 
nicht einen sehr groBen Uberschu8 des Inaktivators anwendet, 
immer noch ein Rest des freien Kallikreins nachweislich wbrig. 

Man wird daher annehmen kénnen, daB auch im Blut eines 
Menschen trotz der Gegenwart tberschiissigen Inaktivators immer 
noch einige Kallikreineinheiten in freiem Zustande vorhanden sind. 
Wiirde die Anzah! dieser freien Kallikreineinheiten durch eine 
Verschiebung des px nach der sauren Seite auch nur um eine 
halbe Einheit vermehrt, so entstiinde schon eine Veranderung des 
Blutkreislaufes, wie sie unter physiologischen Bedingungen selten 
zu erwarten ist. Diese Uberlegung li8t es méglich erscheinen, 
daB schon die kleinsten px-Verschiebungen im Organismus durch 
die Anderung des Reaktionsgleichgewichts zwischen dem Kallikrein 
und seinem Inaktivator einen regulierenden Einflu8 auf den Blut- 
kreislauf ausiiben. 


Experimenteller Teil. 
1. Zur Messung des Inaktivators. 


Um die Inaktivierungsfahigkeit von Praparaten zu bestimmen, ermittein 
wir diejenige Menge, welche eben imstande ist, die Wirkung einer Standard- 
einheit des Kallikreins') auf die Pulsamplitude eines Hundes véllig aufzuheben, 
wenn vom Vermischen bis zur intravenésen Injektion mindestens 1 Stunde 
verstrichen ist. Bei der Unsicherheit des Tierversuchs erreicht man eine 
Genauigkeit von + 10°/, der Inaktivatorbestimmung nur dadurch, daB man 
in einer langeren Versuchsreihe diejenigen Inaktivatorzusatze aufsucht, welche 
gerade noch, und welche gerade nicht mehr die Kallikreinwirkung zum Ver- 
schwinden bringen. Die Menge des injizierten Kallikrein-Inaktivatorgemischs 
mu8 man je nach der Reaktionsfaihigkeit des Versuchstiers so groB wahlen, 
daB mindestens der zehnte Teil derselben Kallikreindosis ohne Inaktivator 
noch eine eben erkennbare Reaktion gibt. Bei sehr reaktionsfahigen Hunden 
soll daher der zur Injektion angewandte Teil des zu priifenden Gemischs 
mindestens 2 KalJikr2ineinheiten enthalten, bei schlechter reagierenden Hunden 
4 Einheiten. Unsere zu Inaktivierungsversuchen verwendeten Kallikrein- 
praparate besaBen mindestens den Reinheitsgrad von 0,5 mg Trockensubstanz 
pro 1 St.-E. 


Nach den Erfahrungen iiber die Abhingigkeit der Inakti- 
vierungsreaktion von der Wasserstoffionenkonzentration ist es 





1) Eine Standardeinheit des Kallikreins (1 St.-E.) besitzt die durch- 
schnittliche Wirkung von 5 ccm normalem menschlichem Harn. 
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notwendig, bei der Messung des Inaktivators ein konstantes pu 
der Lésung einzuhalten. Da zwischen pu8 und 11 ein breites 
Maximum der Inaktivierungsreaktion vorhanden ist, bringen wir 
alle Versuchsansiitze in diesen Bereich, indem wir soviel Natrium- 
bicarbonatlésung zufiigen, daB die fertigen Ansitze daran 1/,, molar 
sind. Wahrend wir in unserer II. Mitteilung ohne nihere Kenntnis 
der Inaktivierungsreaktion nur einen ungefihren Vergleich der 
Inaktivierungsfaihigkeit verschiedener Sera durchfiihren konnten, 
definieren wir nun eine Inaktivatoreinheit (1 I.-E.) als diejenige 
Menge, welche eben imstande ist, die Wirkung einer Kallikrein- 
einheit (1 St.-E.) auf die Carotisdruckkurve eines Hundes nach 
einstiindigem Stehen bei Gegenwart von Bicarbonatpuffer véllig 
aufzuheben. 


2. Gewinnung des Inaktivators aus Organen von Rindern, 
Schafen und Ziegen. 

Die erste Feststellung iiber das Vorkommen des Inaktivators 
in Organen ist an Lymphdriisen von Rindern gemacht worden, 
die in der Nihe der Pankreasdrise sitzen. Bei der Verarbeitung 
von Rinderpankreas auf Kallikrein wollten wir ermitteln, ob diese 
Lymphdriisen in einem Zusammenhang mit der Kallikreinsekretion 
stehen. Wir fanden sie vollkommen frei vom Kreislaufhormon, 
aber der Zusatz der Lymphdriisenextrakte zu Kallikreinlosungen 
hob nach kurzem Stehen deren Wirksamkeit auf. An den Lymph- 
driisen von Rindern haben wir dann das Verfahren der Extraktion 
weiter ausgebildet. 

Es macht keinen Unterschied, ob man die frischen oder die 
mit Aceton und Ather getrockneten Driisen verwendet (Nr. 6a 
und b der Tab. 1). Wichtiger ist, daB man die Driisen unbeschadet 
ihrer Wirksamkeit mit verdiinnter Essigsiure extrahieren kann, 
weil gerade diese Extrakte sich besser filtrieren lassen als neutrale 
oder alkalische. Natiirlich mu8 man dann zur Messung der Wirk- 
samkeit das optimale px von etwa 8 mit Bicarbonat einstellen. 

Beim Verarbeiten der mit Aceton und Ather getrockneten Driisen 
(1 g des Organbreis behandelt man 2mal mit 5 ccm Aceton, Imal mit 2,5 ccm 
Aceton + 2,5 cem Ather, 2mal mit 5ccm Ather) kam es vor (Nr. 15 der 
Tab. 1), daB schon durch die 10fache Menge von n/50-Essigsiure aus dem 
Trockenpulver soviel Inaktivator herausgelést wurde, da8 eine Wiederholung 
der Extraktion fast keinen Erfolg mehr hatte. In anderen Fallen (Nr. 8 
und 11 der Tab. 1) erhielt man mit der 30fachen Menge n/50-Essigsiure nur 
die Halfte des extrahierbaren Inaktivators, und die Wiederholung der Ex- 
traktion lieferte eine Lésung derselben Inaktivierungsfahigkeit. Dann war 
in der zweiten Extraktion der Reinheitsgrad des Inaktivators giinstiger als 
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in der ersten. Eine dritte Extraktion war nur in einem Falle erfolg- 
reich. Da wir dieses ungleiche Verhalten bei der Extraktion erst spater 
erkannten, sind die Zahlen der Tab. 1, soweit eine zweite Extraktion nicht 
ausgefiihrt wurde, nicht als sichere Belege fiir die in den verschiedenen Organen 
wirklich vorhandenen Inaktivatormengen zu betrachten. Man kann nur aus 
dem Vergleich einer gréBeren Anzahl von Versuchen schlieBen, daB die Lymph- 
driisen in der Nahe der Pankreasdriise am meisten Inaktivator enthalten, 
fast ebensoviel die peripheren Lymphdriisen und etwas weniger die Lymph- 
driisen des Mesenteriums. 

Der wirksamste Rinderlymphdriisenextrakt (Nr. 2 der Tab. 1) 
ergab 740000 I.-E. aus 148 g Trockenpulver, das ist 1 [.-K. aus 
0,20 mg, und diese war an 0,083 mg organischer Substanz ge- 
bunden. 

Der Lymphdriisenextrakt wird an Reinheit noch wbertroffen 
von den essigsauren Extrakten aus Ohrspeicheldriisen. 10g Aceton— 
Ather-Trockenpulver (Nr. 14 der Tab. 1) lieferten 88000 Inakti- 
vatoreinheiten. Da eine Wiederholung der Extraktion keinen 
Inaktivator mehr herausléste, enthielten diese Driisen in 0,3 mg 
1 [.-E. Von diesen 0,8 mg aber waren nur 0,012 mg organischer 
Substanz in Lésung gegangen. Die Ohrspeicheldriise der Rinder, 
die ein gro8es und leicht zu beschaffendes Organ ist, bildet wohl 
das geeignetste Ausgangsmaterial fiir die Darstellung des Inakti- 
vators. 

Wesentlich weniger Inaktivator fanden wir in anderen 
Organen der Rinder, némlich in der Leber (Nr. 18), im Ricken- 
mark (Nr. 19) und in der Milz (Nr. 17 der Tab. 1). Mit der 10 fachen 
Menge n/50-Essigsiure extrahierte Trockenpulver lieferten aus 
2,5—5,0 mg eine Inaktivatoreinheit. 

Die einzigen Organe anderer Tiere, in denen sich noch In- 
aktivierungsfihigkeit feststellen lieB, waren die Milzen von Schafen 
und Ziegen. Schafsmilz (Nr. 20—22) enthielt ebensoviel Inakti- 
vator wie die der Rinder, wihrend Ziegenmilz (Nr. 283—25 der 
Tab. 1) weniger, nimlich eine Einheit aus 16—25 mg Trocken- 
pulver ergab. 


3. Untersuchung anderer Organe auf das Vorkommen des Inaktivators. 


In unserer Ii. Mitteilung haben wir die Inaktivierungs- 
fihigkeit des Blutes von Menschen, Pferden, Hunden und Schweinen 
beschrieben. Nun haben wir festgestellt, da8 auch das Blut von 
Rindern, Schafen und Ziegen diese Fahigkeit in ungefiihr dem- 
selben Umfang besitzt. Es ist sehr auffallend, da8 im Organismus 
der Rinder so iiberaus groBe Inaktivatormengen gespeichert werden, 
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dagegen Schafe und Ziegen nur relativ geringe Mengen in der 
Milz, alle anderen untersuchten Tiere uberhaupt keinen Inakti- 
vator in ihren Organen enthalten. Mit besonderer Sorgfalt haben 
wir die Lymphdrisen der verschiedenen Lebewesen gepriift, vor 
allem da wir in menschlicher Lymphe, die aus Lymphfisteln 
stammte, eine starke Inaktivierungsfihigkeit festgestellt haben 
(1 [.-. in 1 cem Lymphe). Aber weder die frischen noch die mit 
Aceton und Ather getrockneten Driisen gaben an saure oder 
alkalische Extrakte feststellbare Inaktivatormengen ab. 


Um zu entscheiden, ob dieser Unterschied gegen die Driisen der Rinder 
vielleicht nur in einer festeren Verankerung bestehe, iiberlieBen wir die zer- 
kleinerten Lymphdriisen von Schweinen und Schafen einer 8tagigen Autolyse 
unter Toluol. Die klar filtrierten Lésungen besaBen dann starke Giftwirkung 
auf die Versuchstiere, aber keine Spur von Inaktivierungsvermégen. Wir hanen 
auch gepriift, ob ein Enzym des Serums imstande ware, aus den Driisen den 
Inaktivator in Freiheit zu setzen; den Brei von zerkleinerten Schweinelymph- 
driisen versetzten wir mit Schweineserum und mafen am anderen Tag seine 
Wirksamkeit. Sie entsprach nur der dem Serum selbst eigenen Inaktivierungs- 
fahigkeit. Eine andere Méglichkeit ware ein besonders rascher Zerfall des in 
den Organen vorhandenen Inaktivators. Aber auch mit einem waBrigen 
Extrakt aus wahrend der Schlachtung besonders rasch entnommenen Schweine- 
lymphdriisen, der schon 3 Stunden nach der Tétung zur Priifung angesetzt 
wurde, war keine Inaktivierung zu erreichen. Um schlieBlich feszustellen, 
ob vielleicht ein Hemmungskérper aus den Lymphdriisen dieser Tiere die 
Inaktivierungsreaktion hindere, fiihrten wir mit den Extrakten aus getrockneten 
Driisen von Schafen und Schweinen Alkoholfallungen, 'Tonerdeadsorptionen 
und Ammoniakelutionen der Tonerdeadsorbate aus, konnten aber mit keiner 
der entstandenen Fraktionen Inaktivierung erreichen. 


Die Untersuchung erstreckte sich auf folgende Organe und Tiere: 


Hund: Lymphdriisen (80; tr.)!), Milz (1000), Leber (700+), Schild- 
driise (400), Muskel (670), Galle (2 ccm), Diinndarm (1850; tr.), 
Thymus (600; tr.). 

Pferd: Lymphdriisen (130+; tr.) (1400; tr.), Milz (1160; tr.), Thymus (670), 
Knochenmark (1000), Riickenmark (1000), Ohrspeicheldriise (330). 

Schaf: Lymphdriisen (115+; tr.), (1600; tr.), Leber (1380), (800; tr.). 

Schwein: Lymphdriisen (140+; tr.), (1600; tr.), Milz (100), (740, tr.), 
Thymus (830), Diinndarm (1830, tr.), Ohrspeicheldriisen (1330), 


1) Die in Klammern beigefiigten Zahlen geben an, aus wieviel mg des 
frischen Organs die gréBte zum Versuch der Inaktivierung einer Kalli- 
kreineinheit angesetzte Extraktmenge gewonnen war. 

Wurde das Organ vor der Extraktion mit Aceton und Ather entwassert, 
so sind in Klammern noch die Buchstaben ,,tr.“ eingefiigt. 

Alle Organe sind mit n/50 Egs. extrahiert worden. 

Wenn auBerdem ein alkalischer Extrakt angefertigt wurde, so ist hinter 
der Zahl ein * angebracht. 
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Riickenmark (1000), Niere (1500), Muskel (1500), Hirn (1000), 
Aorta (1000), Ovarium (1000). 

Rind: Hirn (1507), Thymus (1650; tr.). 

Ziege: Lymphdriisen (1000), Leber (1300), Hirn (1300). 

Huhn: Milz (750). 

Mensch: Lymphdriisen (100+), (250), Milz (20800; tr.), (670), Leber (1500), 
(15407), Hirn (1500), (1500+; tr.), Niere (1300+; tr.). 


4. Verhalten des Inaktivators aus tierischen Organen. 
Vergleich mit Serum. 

In unserer vorangehenden Mitteilung haben wir beschrieben, 
da8 sowohl das Kallikrein aus dem Harn, wie das aus der Pan- 
kreasdriise durch Serum inaktiviert wird. Dariiber hinaus haven 
wir festgestellt, da®B auch von den aus tierischen Organen ge- 
wonnenen Inaktivatorlésungen die Wirkung des Kallikreins aus 
Harn und aus Pankreas aufgehoben wird. Dagegen wird das 
Histamin durch die neuen Inaktivatorpriparate ebensowenig wie 
durch Serum in seiner Wirksamkeit verandert. 

Wenn man Serum unter Ausschluf8 bakterieller Zersetzung 
aufbewahrt, verliert es langsam seine Inaktivierungsfaihigkeit. Auch 
die wirksamen Extrakte aus Milz und Leber verlieren allmihlich, 
im Laufe von einigen Tagen, ihr Inaktivierungsvermégen. Dagegen 
kann man aus Driisen hergestellte ungefaihr neutrale Inaktivator- 
lésungen monatelang ohne feststellbare Anderung ihrer Wirk- 
samkeit aufbewahren, auch nach Monaten aus den Trockenpulvern 
der Driisen ebenso wirksame Extrakte gewinnen. 

Schwach alkalische Reaktion, z. B. py 8,5 wird wahrend mehrerer 
Tage ohne Wirksamkeitsverlust vertragen. Gegen Saurezusatz bis py 4,7 
war eine Inaktivatorlésung aus Lymphdriisen mehrere Stunden unempfindlich. 
Das erscheint als ein deutlicher Unterscbied gegeniiber dem Serum, dessen 
Inaktivierungsfaihigkeit durch dasselbe p,,; in 4 Stunden vollkommen auf- 
gehoben wurde. Selbst nach 4stiindigem Stehen bei py 2,2 waren in einem 
Lymphdriisenpraparat noch 75 °/, des Inaktivators zu finden, in einem anderen 
allerdings nichts mehr. Indessen leidet auch die Bestandigkeit des Inak- 
tivators aus Lymphdriisen, wenn man ihm kleine Serummengen zusetzt. 
Von 100 1.-E., die nach Zusatz von 10 ccm Serum bei px 4,7 aufbewahrt 
wurden, waren nach 4 Stunden nur noch ungefahr 3 1.-E. nachzuweisen. 

Daraus geht hervor, daB ein Stoff des Serums, vielleicht ein 
Ferment schon bei schwachsaurer Reaktion den Inaktivator zer- 
stort. Ebenso wird fiir die allmihliche Abnahme der Wirkung 
von Milz- und Leberextrakten ein Ferment verantwortlich gemacht 
werden miissen. 

Die Inaktivierungsfihigkeit des Serums wird durch Kochen 
vollkommen aufgehoben. Bei Lymphdrisenpriparaten schwankt 
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der Einflu8 des Kochens. Es kam wiederholt vor, da8 durch kurzes 
Aufkochen 50°/, der Wirksamkeit verloren gingen, in vielen Fallen 
aber bewirkte das Aufkochen gar keine Zerstérung. Auch auf 
die Bestiindigkeit gegen erhéhte Temperatur iibt die Wasserstoff- 
ionenkonzentration deutlichen EinfluB aus. Bei Gegenwart von 
m/100-Bicarbonat wird der Lymphdriiseninaktivator durch Kochen 
zerstort, bei px 4 vertrug eine Lésung 25 Minuten langes Kochen 
fast ohne Verlust. Wir haben uns davon iiberzeugt, daB dieser 
px-Einflu8 beim Seruminaktivator nicht zu beobachten ist. Auch 
bei saurer Reaktion trat durch Kochen vdéllige Aufhebung der 
Inaktivierung ein. Setzt man zu Lymphdriiseninaktivator Serum 
zu, zB. 1 ccm Serum auf 8. J.-E., und kocht, so ist selbst mit 
groBen Mengen keine Inaktivierung mehr festzustellen. Da wir 
bei den aus Lymphdriisen gewonnenen Lisungen dann eine Wirk- 
samkeitsabnahme durch Kochen beobachtet haben, wenn eine 
starke Ausflockung von EiweiB eintrat, ist es wahrscheinlich, daB 
beim Kochen in Gegenwart von Serumeiweif eine irreversible 
Adsorption an das Koagulat stattfindet. 

Ahnliche Vorginge spielen offenbar auch beim Versetzen mit 
Alkohol eine Rolle. Viele Fallungen von Lymphdrisenextrakten 
mit der 6fachen Menge Alkohol verlaufen vollkommen verlustlos, 
manche mit einer Ausbeute von 50—70°/,. Wenn die Auflésung 
des Niederschlages nicht die volle Wirksamkeit ergibt, findet sich 
gelegentlich in dem bei niederer Temperatur eingedampften 
alkoholischen Filtrat ein geringer Teil des Inaktivators. Aus 
Serum gewinnt man durch Alkoholfaillung keine Niederschlige, 
die noch Inaktivierungsfihigkeit besitzen. 

Unsere friihere Angabe, daB der Inaktivator des Serums bei 
der Dialyse die Pergamentmembran durchdringt, konnten wir auch 
mit Lymphdriiseninaktivator bestitigen. Es sind allerdings nur 
wenige Prozente, die sich auBerhalb der Membran nachweisen 
lassen; unsere Unkenntnis des px-Optimums der Inaktivierungs- 
reaktion hat uns friiher veranlaBt, die Menge des innerhalb der 
Membran verbleibenden Inaktivators zu unterschitzen. Der 
Inaktivator gehért also nicht zu den besonders hoch molekularen 
Substanzen. Z. B. wird durch ein Membranfilter mit der Bezeich- 
nung ,,Ultra fein’ kein Inaktivator zuriickgehalten. 

Vergleicht man das Verhalten des Inaktivators aus tierischen 
Organen mit dem Verhalten des im Serum vorhandenen, so laBt 
sich noch kein Urteil dariitber gewinnen, ob es sich um dieselbe 
oder um mehrere Substanzen handelt. Das Bild ist zu sehr durch 
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die Fiille der Begleitstoffe verwirrt, und es ist auch vorliufig noch 
nicht méglich, den Inaktivator aus Serum auf einen ahnlichen 
Reinheitsgrad wie den aus tierischen Organen zu bringen. Immerhin 
ist keine Reaktion gefunden worden, die mit Sicherheit gegen die 
Identitaét der Inaktivatorpriparate verschiedener Herkunft sprechen 
wiirde. Und das Verhalten der Inaktivatoren aus Serum und aus 
Organen gegen Trypsin lehrt, daB sie alle zu derselben Kérper- 
klasse gehéren, nimlich zu der der Polypeptide. Wir haben fest- 
gestellt, daB die Wirksamkeit der Inaktivatorpraparate sowohl 
von Trypsinkinase, wie von enterokinasefreiem ‘Trypsin zer- 
stért wird. 


Das Praparat aus Rinderlymphdriisen (Nr. 2 der Tab. 1) wurde dem 
Angriff eines kinasehaltigen Trypsins (Kahlbaum; 1 Trypsineinheit in 0,66 g) 
ausgesetzt. 160 I.-E.+ 0,2 g Trypsin + 2 ccm Ammonchlorid~-Ammoniak- 
puffer von px 8,9 wurden 16 Stunden bei 37° aufbewahrt. Die 40 I.-E. ent- 
sprechende Menge war dann nicht mehr imstande, eine Kallikreineinheit zu 
inaktivieren. Von dem ebenso behandelten Ansatz ohne Trypsin wurde eine 
Kallikreineinheit durch die einer Inaktivatoreinheit entsprechende Menge 
noch vollkommen inaktiviert. 

Die Wirkung des kinasefreien Trypsins, das wir nach der Vorschrift von 
E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern') aus Schweinepankreas ge- 
wonnen hatten, priiften wir gegen das Ohrspeicheldriisenpraparat (Nr. 15 
der Tab. 1). 

400 I.-E.+ 0,5 ccm, enthaltend 0,67 Trypsineinheiten + 2 ccm Trypsin- 
puffer wurden bei 37° 16 Stunden aufbewahrt. Danach war die 100 I.-E. 
entsprechende Menge nicht mehr imstande, die Wirksamkeit einer Kallikrein- 
einheit zu vermindern, wahrend der Parallelansatz ohne Trypsin sein urspriing- 
liches Inaktivierungsvermégen bewahrt hatte. 

Weniger leicht werden die Praparate aus Milz und Leber durch Trypsin 
zerstért, die relativ zum Gehalt an Inaktivator schon wesentlich mehr be- 
gleitendes EiweiB besitzen. Von 4001.-E. aus Ziegenmilz (Praparat Nr. 24 
der Tab. 1) wurden z. B. in 72 Stunden bei 37° durch 2 kinasefreie Trypsin- 
einheiten nur 25°/), in einem Parallelversuch unter Zusatz von Kinase 50°/, 
zerstort. 

Die Zerstérung des Inaktivators im Serum erfolgt sehr ungleichmaBig, 
bei unseren Versuchen rascher in Schafserum als in dem von Pferden, Rindern 
und Ziegen. Im allgemeinen sind aber in 20 Stunden bei 37° Abnahmen von 
10—20°/, durch kinasefreies Trypsin, von 50°/, durch Trypsinkinase fest- 
gestellt worden. 


5. Darstellung von Inaktivatorpraparaten aus Rinderdriisen. 


Fir die Darstellung von wirksamen Inaktivatorlésungen 
eignet sich am besten die Extraktion von Lymphdriisen oder 





1) Diese Zs. 161, 191 bzw. 205 (1926). 
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Ohrspeicheldriisen der Rinder, die mit Aceton und Ather ge- 
trocknet sind. Man laBt die Trockenpulver mit der 380fachen 
Menge n/50-Essigsiure 15—20 Stunden unter wiederholtem Um- 
schiitteln stehen. Durch Filtration mit gewéhnlichem Filtrier- 
papier erhilt man rasch klare Lésungen, in denen auf ein J.-E. 
(),02—0,05 mg organischer Substanz kommen. Es ist zweckmabig, 
die Extraktion mit derselben Menge Loésungsmittel zu wieder- 
holen, weil es 6fters vorkommt, daB die erste Extraktion nur 
etwa 50°/, des Inaktivators enthalt. Die zweiten Extrakte pflegen 
dann einen héheren Reinheitsgrad als die ersten zu besitzen. Bei 
wiederholter Extraktion ist eine Gehaltsbestimmung der Extrakte 
notwendig. 


Versuche, durch Vorextraktion mit kleinen Wassermengen, mit Glycerin 
oder mit Alkohol reinere Extrakte zu erhalten, haben keinen Vorteil erkennen 
lassen. 

Das Aufkochen der Extrakte und Abfiltrieren des EiweiBkoagulats hat 
manchmal den Reinheitsgrad etwas gesteigert, wenn es ohne Wirksamkeits- 
abnahme durchzufiihren war. Als praparative Methode ist es nicht zu emp- 
fehlen, da es auch oft groBe Verluste an Ausbeute und an Reinheit bringt. 

Versuche, den Reinheitsgrad durch Adsorption an Tonerde zu steigern, 
sind noch nicht zum AbschluB gelangt. Der Inaktivator aus Lymphdriisen 
wird von gealtertem Aluminiumorthohydroxyd bei schwachsaurer Reaktion 
adsorbiert. Z. B. brauchte man zur fast vollstandigen Adsorption von 16001.-E. 
des Priparates Nr. 4 (Tab. 1) aus neutraler Lésung 600 mg Tonerde, das ist 
6 mg Al,O, auf 1 mg organischer Substanz. Die Elutionen aus diesen Adsor- 
baten mit Ammoniak oder Diammonphosphat lieferten aber schlechte Aus- 
beute und Reinheitsgrade. Besser war es, mit viel Begleitstoffen nur wenig 
Inaktivator vorweg zu adsorbieren. Aber auch hier war die Reinheitssteigerung 
sehr gering. 

Dagegen gelingt es in fast allen Fallen durch Versetzen mit 
der 6fachen Menge Alkohol die gesamte Inaktivatormenge aus- 
zufillen, wobei ein groBer Teil der Begleitstoffe in Lésung bleibt. 
Die zuerst entstehende kolloidale Lésung des Inaktivators flockt 
nach wenigen Minuten aus, und der Niederschlag la8t sich dann 
mit der Zentrifuge isolieren. Er wird zweimal mit Alkohol und 
zweimal mit Ather gewaschen und dann im evakuierten Exsiccator 
getrocknet. Beim Behandeln mit n/50-Essigsiure bleibt ein kleiner 
Rest, der frei von Inaktivator ist, ungelést. Durch dieses Verfahren 
steigt im allgemeinen der Reinheitsgrad auf 12—20 y organischer 
Substanz pro 1 I.-EK. und zwar ziemlich unabhingig vom Rein- 
heitsgrad der zur Alkoholfallung verwendeten Extrakte. 

Die bisher reinsten Priparate stammen aus Ohrspeicheldrisen. 
Beim Priparat Nr. 16 der Tab. 1 war im essigsauren Extrakt 
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1 I.-E. an 21 y organischer Substanz gebunden, und durch die 
Alkoholfallung stieg der Reinheitsgrad auf 7,5 y. Beim Priparat 
Nr. 15 kamen auf 1 I.-E. schon im Extrakt 12 y, nach der Alkohol- 
fillung besaB es den Reinheitsgrad von 6 y pro 1 I.-E. 

Wiahrend die essigsauren Extrakte meist schwach gelbe Farbe 
besitzen, sind die reinsten Lésungen der Alkoholniederschliige 
vollkommen farblos. Sie geben noch simtliche EiweiSreaktionen, 
z. B. die Millonsche, die Biuret- und die Xanthoproteinreaktion, 
die Fallung mit Ferrocyanwasserstoffsiure und die Diazoreaktion 
nach Pauli; negativ fallt nur die Ninhydrinreaktion aus. 


6. Die Inaktivierungsreaktion des Kallikreins. 


Die Untersuchung der Inaktivierungsreaktion betrifft ihre 
Abhingigkeit von der Wasserstoffionenkonzentration, die Ab- 
hingigkeit ihres zeitlichen Verlaufs von den zur Inaktivierung 
einer Kallikreineinheit angewandten Mengen des Inaktivators 
und schlieBlich die Lage des Reaktionsgleichgewichts in den 
Gemischen von Kallikrein und Inaktivator. Die Genauigkeit 
des Tierversuchs reicht nicht aus, um fiir die beiden letzteren 
Beziehungen einen quantitativen Ausdruck zu erhalten; doch auch 
ihre Abschatzung gewihrt einen Kinblick in die Wirksamkeit des 
Hormons. 

Zur Bestimmung des Hinflusses, den die Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Verbindung von Kallikrein und Inaktivator 
ausibt, stellten wir durch Zusatz von Puffergemischen bestimmte 
Wasserstoffionenkonzentrationen ein und ermittelten dann die 
verschiedenen Inaktivatormengen, die gerade ausreichten, um die 
Wirkung von 2 Kallikreineinheiten auf einen gut reagierenden 
Versuchshund zum Verschwinden zu bringen. Da nach unserer 
Definition eine Inaktivatoreinheit diejenige Menge ist, die eine 
Kallikreineinheit bei optimalem px inaktiviert, kénnen wir unsere 
Versuchsergebnisse in der Weise auswerten, daB angegeben wird, 
wieviele Inaktivatoreinheiten bei einem anderen als dem opti- 
malen px notwendig sind, um eine Kallikreineinheit zu inaktivieren. 

Die erste Versuchsreihe wurde angesetzt mit dem Priparat 2 der Tab. 1, 
von dem zur Inaktivierung einer Kallikreineinheit bei py 8,5 0,006 ccm not- 
wendig waren. Diese Menge enthielt also 1 I.-E. Lie folgende Zusammen- 


stellung verzeichnet die bei verschiedenen py-Werten notwendigen Kubik- 
zentimeter der Lésung und die Umrechnung auf Inaktivatoreinheiten. 


PH 9,8 8,5 7,8 6,8 5,5 
ccm 0,007 0,006 0,008 0,016 0,400 
I.-E. 1,1 1,0 1,3 2,7 6,7 
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Eine zweite Versuchsreihe, mit dem Praparat Nr. 7 der Tab. 1 ausgefiihrt, 
hatte folgendes Ergebnis: 


PH 11,0 8,3 7,0 6,1 5,2 
ccm 0,024 0,024 0,048 0,100 nicht mehr 
I.-E. 1,0 1,0 2,0 4,2 bestimmbar 


Die Fig. 1, in der die px-Werte als Abszisse, die verbrauchten 
Inaktivatormengen pro eine Kallikreineinheit als Ordinate auf- 
getragen sind, enthilt die Ergebnisse beider Versuchsreihen. Sie 
zeigt das Maximum der Inaktivierung oberhalb von pu 8 und 
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Fig. 1. 


den mit sinkendem px immer steiler werdenden Abfall der Inak- 
tivierungsfihigkeit. Zwischen den verbrauchten Inaktivatormengen 
und der Wasserstoffionenkonzentration besteht, soweit es die 
Genauigkeitsgrenzen der Hormonbestimmung zu erkennen ge- 
statten, eine einfache Beziehung. Sie ergibt sich aus der Figur 2, 
in der als Abszissen die px-Werte, als Ordinaten die Logarithmen 
der verbrauchten Inaktivatormengen verzeichnet sind. Die Punkte 
der Kurve liegen auf einer Geraden, die Logarithmen der zur 
Inaktivierung von 1 St.-E. notwendigen Inaktivatormengen sind 
also eine lineare Funktion des pu. 

Wir setzen die bei optimalem px notwendige Inaktivator- 
menge = 1, und bezeichnen mit 7 das Verhiiltnis der bei einem 
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kleineren pa notwendigen Inaktivatormengen zu der bei dem 
optimalen px benétigten Menge. Nach Definition ist 7 immer 
gréBer als 1. Dann ist 

log i = a — b-pu. 


Die Auswertung der Konstanten ergibt a= 2,5 
b6=08. 


Setzt man die Konstanten ein, so ergibt sich 
+ = 800-[h']°°. 


Die Nachpriifung dieses Gesetzes mit Seruminaktivator begegnet neben 
dem stérenden EinfluB der zahlreichen Begleitstoffe der besonderen Schwierig- 
keit, daB im Serum eine nicht mit geniigender Genauigkeit bestimmbare Menge 
inaktiviertes Kallikrein vorhanden ist. Wir miissen uns daher begniigen fest- 
zustellen, daB auch im Serum bei héherer Wasserstoffionenkonzentration mehr 
zur Inaktivierung des Kallikreins erforderlich ist, und daB bei derselben Wasser- 
stoffionenkonzentration, naimlich bei pg 5, keine Inaktivierungsfahigkeit 
mehr aufgefunden wird. Eine Ubereinstimmung der verbrauchten Serum- 
mengen mit diesem Gesetz kann man nur insofern finden, als sich berechnen 
1aBt, wieviel Kallikrein im Serum vorhanden sein mu, damit die benétigten 
Inaktivatormengen mit den Angaben der Fig. 1 iibereinstimmen sollen. Von 
einem Pferdeserum waren bei px 8 0,5 ccm zur Inaktivierung einer Kallikrein- 
einheit erforderlich, bei pq 6,4 (hergestellt durch Essigsiurezusatz und elektro- 
metrisch gemessen) 4 ccm. Da nach der Fig. 1 bei pq 6,4 zur Inaktivierung 
von | St.-E. 3,2 Inaktivatoreinheiten erforderlich sind, se miissen von den 
in 4 ccm entha!tenen 8 I.-E. 2,5 St.-E. inaktiviert werden. Ein Gehalt von 
1,5 St.-E. in 4 ccm Pferdeserum liegt aber nach den bisherigen Erfahrungen 
durchaus innerhalb der normalen Werte. 


Eine qualitative Priifung der px-Abhingigkeit der Inakti- 
vierungsreaktion besteht darin, daB man Kallikreinlésungen, 
deren Wirksamkeit bei Bicarbonatgegenwart mit den erforder- 
lichen Inaktivatormengen aufgehoben wurde, ansiiuert und da- 
durch die urspriingliche Wirkung wieder hervorruft. Wir haben 
diesen Versuch an fast allen Lésungen der Tab. 1 mit stets dem- 
selben Ergebnis durchgefiihrt und uns davon tberzeugt, daB das 
mit Lymphdriiseninaktivator aufgefundene Gesetz fiir die In- 
aktivatorlésungen jeder Herkunft Giltigkeit besitzt. Bei den 
Lymphdriisen- und Ohrspeicheldriisenextrakten kann man die 
durch Saiurezusatz bewirkte Reaktivierung des Kallikreins durch 
erneuten Bicarbonatzusatz jederzeit wieder aufheben und die 
Kalhkreinwirkung aufs neue zum Verschwinden bringen. Gelegent- 
lich, aber nicht immer, ist das auch mit den Extrakten aus anderen 
Organen gegliickt, z. B. mit Nr. 19 der Tab. 1. Die in Kapitel 4 
geschilderte Unbestindigkeit des Inaktivators in diesen Lésungen 
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weist auf ein darin vorhandenes Enzym hin, das wohl bei saurer 
Reaktion den Inaktivator allmiahlich zerstért. 

Die Reaktivierung und ihre Wiederaufhebung sind Zeitreak- 
tionen, die um so rascher verlaufen, je gréBer die Anderungen der 
Wasserstoffionenkonzentration sind. 


Bei einem Inaktivierungsversuch mit Lymphdriisenextrakt versetzten 
wir 10 St.-E. mit 25 1.-E. und Bicarbonatpuffer. Nach 2 Stunden iiber- 
zeugten wir uns von der vollstandigen Inaktivierung und brachten die Lésung 
dann mit Essigsiure auf pg 5. Als wir nach 3 Minuten die einer Kallikrein- 
einheit entsprechende Menge des Versuchsansatzes einspritzten, war eine 
Reaktion eben erkennbar. Nach 15 Minuten waren 2/, des Kallikreins reak- 
tiviert. Nun fiigten wir wieder Bicarbonat zu und fanden nach 3/, Stunden 
keine Wirkung mehr auf das Versuchstier. Nach erneutem Essigsaure- 
zusatz wurden innerhalb von 10 Minuten 75°/, des Kallikreins wieder in Freiheit 
gesetzt. 

Vom Extrakt aus Rinderleber Nr. 19 der Tab. 1 fiigten wir 16 L.-E. 
zu 8 St.-E. und stellten mit Bicarbonat alkalische Reaktion ein. Nach voll- 
stindiger Inaktivierung brachten wir die Fliissigkeit durch Essigsiurezusatz 
auf px 5 und fanden schon nach 2 Minuten 50°/, der Hormonwirkung wieder. 
Nun versetzten wir die Halfte des Ansatzes mit Bicarbonat. Nach einer 
Stunde waren in der sauren Lésung 80°/, der Hormonwirkung, in der alkalischen 
dagegen nichts mehr nachzuweisen. 


Die Dauer der Inaktivierung ist auSerdem abhangig von der 
Menge des angewandten Inaktivators. Mit den gerade erforder- 
lichen Mengen dauert sie bei Bicarbonatgegenwart ungefihr eine 
halbe Stunde. 


10 Kallikreineinheiten versetzten wir mit 10 I.-E. aus Lymphdriisen 
und brachten das Gemisch auf m/20-Bicarbonatgehalt. Dann injizierten wir 
dem sehr gut reagierenden Hund (0,1 St.-E. gab noch deutliche Wirkung) 
die 0,5—1 St.-E. entsprechenden Mengen. 3 Minuten nach dem Vermischen 
war noch !/,, nach 9 Minuten 1/, der Kallikreinwirkung vorhanden, nach 
30 Minuten eine gerade noch erkennbare Reaktion, d. h. es waren schon mehr 
als 90°/, des Kallikreins inaktiviert. In einem 2. Ansatz vermischten wir im 
Reagenzglas 10 St.-E. mit 70 I.-E., die schon das nétige Bicarbonat enthielten. 
Die Einspritzung der 2 St.-E. entsprechenden Menge, die etwa 2 Minuten 
nach der Mischung erfolgte, gab schon keine erkennbare Wirkung mehr. 
Wenn man aber in der Spritze selbst 2 St.-E. mit 14 1.-E. in Bicarbonat- 
lésung vermischte, so daB bis zur Injektion etwa 15 Sekunden vergingen, 
war nur eine geringe Abnahme der Kallikreinwirkung eingetreten. 


Im Blut der Versuchstiere ist die Wasserstoffionenkonzen- 
tration fiir die Inaktivierung nicht optimal. Au8erdem muB man 
aber noch annehmen, da8 im Serum die Inaktivierungsreaktion 
durch die Begleitstoffe verlangsamt ist. Sonst wire es nicht 
moglich, da8 bei dem oft groBen Uberschu8 des Inaktivators iiber 
das Hormon im Blut der Versuchstiere die Wirkung des Kallikreins 
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so regelmaiBig bemerkbar wird. Die kirzeste Inaktivierungszeit, 
die wir durch einen groBen Uberschu8 von Pferdeserum erreichen 
konnten, war 10 Minuten. Im Organismus der Versuchtiere ver- 
schwindet die am Carotisdruck nachweisbare Wirkung einer 
intravenésen Kallikreineinspritzung im Durchschnitt nach 1 bis 
3 Minuten. 

Fir die Erkenntnis der Kallikreimwirkung auf den Orga- 
nismus ist es von besonderer Wichtigkeit, die Lage des Gleich- 
gewichts der Inaktivierungsreaktion festzustellen. Dabei ist zu 
beachten, da&8 man ais Endpunkt der Gleichgewichtslage bei 
Uberschu8B des Inaktivators nicht das vollstindige Verschwinden 
des freien Kallikreins bestimmen kann, sondern nur das Eintreten 
desjenigen Verhialtnisses von freiem Kallikrein zu freiem Inakti- 
vator, welches im Organismus des Versuchstieres herrscht. Denn 
bei diesem Verhaltnis aindert die Einspritzung auch groBer Mengen 
von Kallikrein und Inaktivator nichts an der bestehenden Konzen- 
tration der beiden Stoffe. 

Die Ermittlung der Gleichgewichtslage beim optimalen px 8 
haben wir durch die in Tab. 2 zusammengestellten Versuchsreihen 
angestrebt. 


Bei einem Hund von besonders guter Reaktionsfahigkeit, dessen Carotis- 
druckkurve schon durch 0,1 St.-E. eine Verainderung erfuhr, injizierten wir 
Gemische von Kallikrein und dem Ohrspeicheldriisenextrakt Nr. 15 der Tab. 1. 
Alle Ansaétze besaBen einen Natriumbicarbonatgehalt von m/20 und hatten 
bis zur Einspritzung mindestens eine Stunde gestanden. Das Gemisch von 
2 St.-E. mit 0,015 com der I(naktivator)lésung ergab noch die Wirkung von 
0,5 St.-E., dasjenige von 2 St.-E. und 0,020 ccm I-Lésung war unwirksam. 
Nach unserer Definition enthalt also 0,01 ccm der I-Lésung 11.-E. Der 
doppelte Ansatz, 4 St.-E. auf 0,040 ccm, lieB eine Wirkung von 0,1—0,2 St.-E. 
erkennen, derjenige von 20 St.-E. + 0,20 ccm I-Lésung die einer ganzen 
Kallikreineinheit. Man kann daraus schlieBen, daB beim ersten Versuch mit 
2 St.-E. das Ubrigbleiben von 5°/, der Kallikreinwirkung, also 0,1 St.-E. sich 
auf der Carotisdruckkurve nicht mehr abgezeichnet hatte. Dann miiBte 
durch 0,21 ccm I-Lésung auf 20 St.-E. die vollstandige Inaktivierung erreicht 
werden. Aber selbst 0,25 ccm auf 20 St.-E. lieBen noch die Wirkung von 
0,25 St.-E. iibrig. Erst von 0,40 ccm I-Lésung auf 20 St.-E. also beim Ver- 
haltnis I.-E.: St.-E. wie 2:1 wurde eine vollstandige Inaktivierung erzielt. 
Darauf priiften wir den 11/,fachen Uberschu8 des Inaktivators in einem noch 
gréBeren Ansatz, indem wir 43 St.-E. + 0,67 ccm I-Lésung injizierten. Wir 
fanden, daB die Wirkung etwas weniger als 0,5 St.-E. entsprach; das be- 
deutet, daB bei diesem Inaktivatoriiberschu8 immer noch 0,8°/, des ganzen 
Kallikreins in freier Form vorhanden sind. 

Kin 2. Versuch, mit derselben I-Lésung an einem anderen Hund aus- 
gefiihrt, lieB bei derselben Abstufung noch etwas gréBere Anteile wirksam 
gebliebenes Kallikrein erkennen. Die Differenz ist geringfiigig, aber deutlich, 
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und sie wird auf das verschiedene Verhaltnis des Kallikreins zum Inaktivator 
im Blut des Versuchstieres zuriickzufiihren sein. Offenbar enthielt dieser 
2. Hund auf 1 I.-E. weniger Kallikrein als der erste, bei welchem das Ver- 
haltnis St.-E.: 1.-E. ungefihr gleich 1:2 gewesen ist. 


Tabelle 2. 


Das Gleichgewicht der Inaktivierungsreaktion. 








a | Verhaltnis von | Verhaltnis des 
Ubriggebliebene} ¢, 3 ,., 1 -p, | freigebliebenen 


Wirkung zum gesamten 
im Ansatz Kallikrein 





Angewandte Mengen 





1. Versuchsreihe: 








2 St.-E. + 0,015 cem I. 0,5 St.-E. 1: 0,75 25: 100 

2 , +0,020 ,, ,, nichts 1:1 5: 100 

4 .,, + 0,040 ,, ,, | 0,1—0O,2 St.-E. 1:1 5: 100 
20 ., +0200 ,. ., 1,0 St.-E. 1:1 5: 100 
BO ss + 0,250 ,, ,, 0,25 ,, 1: 1,25 1,25: 100 
43 ,, +0,670 ,, ,, 0,35, 1:1,5 0,8: 100 
20 , =$+0,400 ,, ,, nichts 1:2 0 :100 

2. Versuchsreihe: 

4 St.-E. + 0,040 ccm I | 0,1—0,2 St.-E. 1:1 5 :100 
32 .C«‘(«t’h#$RXCUN(COCC ++ «©, :, 1,5 St.-E. 1:1] 5 : 100 
40 ,, + 0,450 ,, ., 10 = 1: 1,125 2,5 : 100 
40. ,, + 0,500 ,, ,, 0,8 ., 1: 1,25 2,0 : 100 
40 ,, + 0,600 0,5 ,, 1: 1,5 1,25 : 100 








Da im Blut die Mengen des Kallikreins und dadurch auch die 
des Inaktivators vorliufig nur geschitzt, aber nicht gemessen 
werden kénnen, ist es nicht méglich anzugeben, welche Anteile an 
freiem Hormon wirklich einem bestimmten Inaktivatoriiberschu8 
entsprechen. Aber es laBt sich aus den Versuchen mit Sicherheit 
entnehmen, dab die Bindung des Kallikreins an den Inaktivator 
auch bei optimalem pu keine vollstiindige ist, solange nicht ein 
sehr groBer und unter physiologischen Bedingungen nicht zu 
erwartender InaktivatoriiberschuB darauf einwirkt. Im normalen 
Blut wird sich immer eine kleine Menge des Kallikreins in freiem 
Zustande befinden.!) 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft verdanken 
wir die Mittel zu dieser Untersuchung. 


1) Dem jetzt von der I. G. Farbenindustrie hergestellten Kallikrein, 
das in Ampullen zur intramuskularen Injektion geliefert wird, ist als An- 
aestheticum Novocain zugesetzt. Novocain verhindert die Inaktivierung. 
Zur Priifung der Inaktivierung miissen Kallikreinlésungen ohne Novocain- 
zusatz verwendet werden. 
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Zusammenfassung. 


1. Es ist gefunden worden, daB Inaktivierung des Kallikreins, 
die bisher schon durch Blut bewirkt werden konnte, auch eintritt 
mit den Extrakten aus Lymphdriisen, Ohrspeicheldriisen, Milz, 
Leber und Riickenmark von Rindern, mit den Extrakten aus 
der Milz von Schafen und Ziegen und mit menschlicher Lymphe. 

2. In allen ibrigen Organen dieser und anderer Tiere, die wir 
einer Prifung unterworfen haben, ist die Abwesenheit eines 
Inaktivators des Kallikreins festgestellt worden. 

3. Vergleicht man die Eigenschaften des Inaktivators aus 
Blut mit denen der Extrakte aus den unter 1. angefiihrten Organen, 
so ergeben sich wohl einige Unterschiede, sie lassen sich aber alle 
auf die Gegenwart von Begleitstoffen des Inaktivators im Blut 
zurickfihren. Alle Inaktivatorpriparate werden durch kinase- 
freies Trypsin zerstért. Der Inaktivator ist also ein Polypeptid. 

4. Die Extrakte aus tierischen Organen enthalten den In- 
aktivator in viel groéBerem Reinheitsgrad als das Blut, und der 
Reinheitsgrad la8t sich durch Alkoholfillung noch weiter steigern. 
Vom reinsten Priparat geniigten 6 y, um die Wirksamkeit einer 
Kallikreineinheit aufzuheben. Diese Lésungen sind daher besonders 
geeignet zum Studium der Inaktivierungsreaktion. 

5. Die Menge des zur Inaktivierung des Kallikreins benétigten 
Inaktivators hangt von der Wasserstoffionenkonzentration ab. 
Bei pu 8 bis 11 ist sie am geringsten, bei pu 5 liBbt sich itberhaupt 
keine Inaktivierung mehr feststellen. Man kann daher durch 
Ansaiuern die inaktive Verbindung wieder aktivieren. Zur Fest- 
stellung der Inaktivierungsfihigkeit von Priparaten ist das Ein- 
stellen des px-Optimums der Inaktivierungsreaktion durch Bicar- 
bonatzusatz notwendig. 

6. Die Inaktivierung ist eine Zeitreaktion, deren Geschwin- 
digkeit von der Menge des Inaktivators abhaingt. Mit der eben 
ausreichenden Inaktivatormenge dauert sie mindestens 4/, Stunde. 

7. Das Gleichgewicht der Inaktivierungsreaktion liegt beim 
px-Optimum durchaus auf der Seite der inaktiven Verbindung. 
Es la8t sich aber, falls man nicht einen sehr groBen Uberschu8 
des Inaktivators verwendet, immer noch ein kleiner Bruchteil von 
freiem Kallikrein nachweisen. 
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Uber eine sterinartige Verbindung aus den Kelchblattern 
der Sonnenblume. 


Von 


L. Zeehmeister und P. Tuzson. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn.) 
(Der Redaktion zugegangen am 38. Juli 1930.) 


Gelegentlich der Untersuchung des Sonnenblumen-Pigments 
(Helianthus annuus), aus dem sich ein Xanthophyll-Isomeres vom 
Schmelzp. 190° (korr.) abscheiden lieB, erhielten wir bei mehreren 
Versuchen einen hiibsch krystallisierten, farblosen K6rper (Schmelz- 
punkt 243°) an Stelle des Farbstoffs. Einige seiner Eigenschaften 
erinnern an Disterine’), doch liegt das Molekulargewicht tiefer und 
entspricht der von der Analyse wahrscheinlich gemachten Formel 
C,,H;,0,- Die in mancher Hinsicht interessante Verbindung, deren 
Herkunft ungeklirt ist, sei untenstehend beschrieben. Mit der 
Untersuchung des Sonnenblumen-Pigments sind wir noch beschiftigt. 

Isolierung. Die an der Luft getrockneten und vermahlenen 
Kelchblatter (1 kg) wurden mit 8 Liter Benzol perkoliert. Wir 
dampften den tiefroten Auszug bis zur Sirupdicke im Vakuum 
ein und lieBen das in 1 Liter Ather aufgenommene Material 
2 Wochen lang iiber konz. methylalkoholischem Kali ruhig stehen. 
Die alkalifrei gewaschene und auf }/, ihres Volumens eingeengte 
itherische Liésung wurde mit 1 Liter Petrolather versetzt und 
3—4mal mit insgesamt 3 Liter 85°/, igem Methylalkohol ausgeschiit- 
telt. Durch Zusatz von viel Wasser lieB sich die Substanz aus den 
vereinigten holzgeistigen Loésungen in Ather iberfihren, worauf 
wir die gewaschene und getrocknete Lisung vollstandig eindampften, 
den Riickstand in 30—40 ccm Chloroform aufnahmen und bis zur 
Triibung Petrolither zufigten. Die ausgefallene, rétliche Masse 
wurde in wenig heiBem Methylalkohol gelést. Bei tagelangem 





1) Klobb, Bull. sciences pharm. 17, 234 (1910); V. Meyer u. P. Jacob- 
son, Lehrbuch, II. Band, 4. Teil, S. 232 (1924). 
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Verweilen im Eisschrank erschienen farblose, perlenschnurartig 
aneinander gereihte groBe, sphiroide Krystalle, die aus Holzgeist 
umkrystallisiert, 1,8 g wogen. 

Analytisches. Zwecks vollstindiger Reinigung lést man 
die Substanz in heiBem Athylalkohol, versetzt in der Warme mit 
Wasser, bis eine milchige Triibung erscheint und laBt langsam 
erkalten. SchlieBlich wird im Vakuum, bei 85° zur Konstanz ge- 
trocknet. Die folgenden Bestimmungen beziehen sich auf 3 ver- 
schiedene Priparate. 


0,1467 g Substanz gaben 0,4229 g CO,, 0,1482 g H,0O. 


4,889 mg + » 14,105 mg CO,, 4,91 mg H,0O. 
01157¢ 4 ,»  0,8882 g CO,, 0,1198 g H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 78,67, H 11,33°/, 


Gef. ,, 78,62, 78,68, 78,54°/, ,, 11,80, 11,24, 11,54°/,. 


Molekulargewichts-Bestimmung (kryoskopisch, in Benzol, 
k = 5,14). 


0,1188 g Substanz gaben in 9,085 g Benzol: 4 = 0,222°. 


0,23083¢ ,, » 9 9,085g 4, : 4 =0,887° 
0,1520g _,, »  »10,405g ,, : 4 = 0,258 
0,2325g _—s, »  »10405g 4, : 4=0,871° 


Gef. ,, 308, 337, 291, 310, im Mittel 310. 


Die Kampfer-Mikromethode ergab um etwa 20°/, héhere Werte (ge- 
funden z. B. 380 und 884). 

Drehungsvermégen. Die erste Bestimmung bezieht sich auf ein Roh- 
produkt, die zweite auf ein analysenreines Priparat. 


[a]%° = (100 x 1,82): (2 x 1,666) = + 39,6° (in Chloroform) 
[a]z° = (100 x 1,70):(2 x 2,061) = + 41,2° 


Beschreibung. Grof8e, makroskopisch erkennbare, farblose, 
diinne, rhombische Tafeln, mit perlmutter-artigem Glanz. Die 
Rhomben sind oft verzwillingt bzw. verwachsen und weisen zu 
den Grenzlinien parallel verlaufende, bildrahmenihnliche Ein- 
kerbungen auf, ihnlich dem Sitosterin. Schmelzp. 243° (korr., im 
Olbad). Der K6rper ist unléslich in Wasser, recht leicht in Alkohol 
(schon in der Kialte betrichtlich), leicht in Benzol, spielend in 
Chloroform. Konz. Schwefelsiure lést mit gelblich-blaB-rosenroter 
Farbe, die beim Erwarmen in briunlichrot umschligt. Beim 
Unterschichten der Eisessig-Lisung mit der Siure entsteht keine 
blaugriine Zone. Reaktion nach Salkowsky-Hesse: Schwefel- 
siure in durchfallendem Lichte hell rosenrot, gelblich fluoreszierend, 
Chloroform zunichst farblos. Reaktion nach Liebermann-Bur- 
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chardt: Chloroform amethystblau, Siure dunkel rétlichbraun. 
Gegen Brom und Permanganat ist die Verbindung ungesittigt. 
Von Digitonin wird sie in alkoholischer Lésung nicht gefallt. 


Derivate. Die meisten Abkémmlinge sind leichter léslich, 
als man eigentlich erwarten wiirde. Hin gut krystallisiertes Acetat 
war bis jetzt nicht zu gewinnen. Dasselbe gilt auch fiir das mit 
Chromtrioxyd in Eisessig erhiltliche Oxydationsprodukt von 
Keton-Charakter, welches einige krystallisierte Derivate liefert. 
Semicarbazon: glanzende Tafeln, die zu charakteristischen, 
garbenartigen Gebilden verwachsen sind; Schmelzp. 263° (korr.). 
Phenylhydrazon: dichte, blaBgelbe Rosetten, Schmelzpunkt un- 


scharf gegen 210°. 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 
I. Einleitung. 


Von 


S. Salaskin. 





(Aus der biochemischen Abteilung des Staatsinstitutes fir experimentelle Medizin in Leningrad.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1930.) 


Die Harnstoffbildung im Tierkérper ist eine alte Frage und 
hat ein groBes Schrifttum. Ihrer Behandlung haben sich zahl- 
reiche Forscher, darunter solche mit glinzenden Namen gewidmet, 
und dennoch bleibt sie nach wie vor auf der Tagesordnung und 
fiullt die Seiten der spezialistischen Organe. Das ist ja auch ver- 
stindlich, die Frage ist eben hochkompliziert und ungemein 
wichtig. Als Endprodukt des Stickstoffumsatzes, geht der Harn- 
stoff durch eine Reihe von Umwandlungen in den Kérperorganen 
aus dem Eiweifmolekiil hervor und zwar nicht als die einzige 
Bildung aus diesem, sondern sehr oft in Verbindung mit anderen 
stickstofffreien Kérpern. So haben Neubergs Untersuchungen) 
(1927) die Méglichkeit sehr nahe geriickt, daB in vivo eine Wechsel- 
wirkung besteht zwischen Aminosiuren und dem Methylglyoxal, 
einem, wie es scheint, sehr bestindigen Zwischenglied in der 
biologischen Umwandlungskette der Kohlenhydrate, mit dem 
Enderfolg, da& neben Aldehyden bzw. Keton, Kohlensiiure und 
Ammoniak entstehen. 

Ohne Kenntnis der Zwischenprodukte des Stickstoffumsatzes, 
kann keine richtige Vorstellung uber die Harnstoffbildung zustande 
kommen und mit Recht sagt Abderhalden?) (1929): ,,Es ist 
unbedingt notwendig, viel mehr als es bisher der Fall war, die 
Aufmerksamkeit Verbindungen zuzuwenden, die Durchgangs- 
stufen im Stoffwechsel verschiedenartiger Produkte darstellen 
kénnen.‘‘ Auch darf niemals auBer acht bleiben, daB eine Reaktion 
in ihren Teilstadien bis zum endlichen Ablauf auf verschiedene 
Organe verteilt sein kann und daher die Beurteilung der Versuchs- 
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ergebnisse sehr schwierig ist, z. B. bei Entfernung eines Organs 
seine direkte Anteilnahme an der Bildung irgendeines Stoff- 
wechselproduktes. Nicht zu vergessen ist endlich noch die regelnde 
Beeinflussung durch das Nervensystem und die Produkte der 
inneren Sekretion. Alles das muf beriicksichtigt werden bei 
Untersuchungen tiber die Entstehung im Tierkérper irgendwelcher 
Verbindungen. Diese Aufgabe ist zumeist sehr kompliziert und 
setzt die Verwendung solcher Verfahren voraus, welche mehr- 
seitige Beleuchtung der Frage vermitteln kénnen. Da wird es 
verstandlich, warum z. B. fiir den Harnstoff bis jetzt nicht sicher 
und unbestritten nachgewiesen ist, an welcher Stelle oder welchen 
Stellen er gebildet wird, welche seine nichsten Vorstufen sind, 
wie der Chemismus der Harnstoffbildung verliuft und endlich, 
welchem Schicksal der Harnstoff selbst entgegengeht. Manche 
Autoren (Benedict und Nash*) (1926) nehmen z. B. an, daB 
der Harnstoff in manchen Fallen der Ammoniakbildung dient 
und London‘) mit seinen Mitarbeitern hat an angiostomierten 
Hunden festgestellt, daB das vom Darm abstrémende Blut ge- 
ringeren Harnstoffgehalt hat, als das zustrémende. Abderhalden, 
Buadze und Mdller (1929) in ihren Untersuchungen tber 
Kreatin bzw. Kreatininbildung, haben gefunden, da8B durch Zusatz 
von Cholin und noch besser von Cholin mit Arginin und Arginase 
in Muskel und Leberbrei Anreicherung von Kreatin bzw. Kreatinin 
bedingt wird. Harnstoff allein mit Cholin zusammen ergab gleich- 
falls vereinzelt einen positiven Erfolg.) Daraus geht hervor, daB 
der Harnstoff nach seiner Bildung in neue Reaktionen treten kann. 
Ich habe mich bei dieser Frage aufgehalten, um an dem angefiihrten 
Beispiel zu zeigen, daB auch fiir scheinbar restlos geléste Fragen 
neue Gesichtspunkte auftauchen kénnen. Alle diese Erwigungen 
im Verein mit methodologischen Neuerungen aus letzter Zeit, 
gaben Veranlassung, die Untersuchung iiber Harnstoffbildung als 
Grundaufgabe der von mir geleiteten biochemischen Abteilung 
des Instituts fiir Experimentalmedizin hinzustellen, um so mehr 
als einer meiner Vorginger, weiland Prof. Nencki, dieser Frage 
seinerzeit lebhaftes Interesse gewidmet hatte. 


PlanmiBig vorausgesehen ist folgendes: 


A. Versuche mit Organbrei und Prefsaften. 
B. Durchstrémungsversuche an iiberlebenden Organen mit 
Blut- oder physiologischer Lésung unter mannigfaltigen Bedin- 


gungen. 
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C. Tierversuche im normalen und experimentell bewirkten 
pathologischem Zustand. 


D. Versuche an Tierembryonen in verschiedenen Entwick- 
lungsstadien. 


Es ist in Aussicht genommen fiir alle diese Versuche ver- 
schiedene Tierklassen zu verwenden, sofern eine vergleichende 
Untersuchung interessantes Material liefern kann fiir allgemeine 
SchluBfolgerungen itiber die Evolution der Funktion. Indessen 
zunichst kann es sich bloB darum handeln, Tatsachenmaterial 
zu sammeln, denn wirklich wertvollen Verallgemeinerungen mu 
ein sehr groBes Material aus den Ergebnissen zahlreicher Arbeiten 
zugrunde gelegt sein. Was im besonderen den Harnstoff betrifft, 
so beansprucht die Tatsache ein ganz besonderes Interesse, daB 
sein Schicksal bei Végeln und Reptilien ganz verschieden ist von 
denjenigen bei anderen Wirbeltieren. Die Klirung dieses Ver- 
haltens bildet eine verlockende Aufgabe, insbesondere wenn man 
beriicksichtigt, daB auch die Harnsiure bei diesen und jenen 
sich verschieden verhilt und aus ihr durch Einwirkung von 
Glykokoll und einiger anderer Kérper Harnstoff gewonnen werden 
kann. Aber auch bei vielen einander nahestehenden Tieren kann 
eine biologische Reaktion verschieden ablaufen. So wird zu- 
gefiihrtes Pyridin vom Hunde als Methylpyridinammoniumhydrat 
und von der Katze in unverainderter Form im Harn ausgeschieden 
(Abderhalden?) (1909). Solcher Beispiele lassen sich viele an- 
fihren und daher darf erwartet werden, daB je mannigfaltiger das 
Versuchsmaterial, desto mehr erschépfend und gesichert die 
Ergebnisse sein werden. 
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II. Mitteilung. A. Die Harnstoffbildung in tiberlebenden Organen 
und im PreBsaft derselben.*) 


Von 


8. Salaskin und L. Solowjew. 
Mit 1 Figur im Text. 


Ubersicht. 


In der Ejnleitung hat einer von uns (Salaskin?‘) darauf hingewiesen, 
daB in der planmaBig in Aussicht genommenen allseitigen Erforschung der 
Harnstoffbildung die Untersuchung des Ablaufs dieses Vorgangs in tiberlebenden 
Organen und im PreBsaft derselben vorgesehen ist. Dieses Verfahren, sofern 
es unter verschiedenen Bedingungen und in mannigfachen Kombinationen in 
Anwendung gebracht wird, kann bei positivem Befund wertvolle Ergebnisse 
liefern fiir die lokalisatorische Bestimmung der Harnstoffbildung, fiir die 
Feststellung seiner Vorstufen und Entstehungsbedingungen und des Chemismus 
seines Werdeganges. Allerdings diirfen auf diesem Wege erhaltene Befunde 
nicht bedingungslos auf intravitale Verhaltnisse iibertragen werden. In den 
iiberlebenden Organen und aus ihnen gewonnenen PreBsaften sind die nor- 
malen Lebensbedingungen der Zellen wesentlich gestért. Abgesehen von der 
Ausschaltung regulierender Momente, fehlen hier sowohl] Wechselwirkung 
zwischen Zellen und sie umspiilendem Blut, sowie andere intravitale, fiir das 
Organ als Teilstiick des Organismus wesentliche Faktoren und auch die Zellen, 
der Auflésung entgegengehend, verlieren ihre normale morphologische und 
physiko-chemische Struktur. Die eigenartige GesetzmaBigkeit im physiko- 
chemischen Verhalten, wie sie in der lebenden Zelle zum Ausdruck kommt, 
ist hier im wesentlichen gestért. Immerhin kénnen Ergebnisse mit positivem 
Befund, sofern die Versuchsanordnung zweckentsprechend und alle darauf 
einwirkenden Umstinde in Rechnung gesetzt waren, als Ausgangspunkt 
dienen fiir eine Beurteilung intravitaler Vorginge. Schlimmer bestellt ist es 
mit den negativen Befunden, indem dann der Einwand stichhaltig ist, daB die 
Versuchsbedingungen nicht die rechten waren und es bleibt nur ibrig, in 
den Versuchen fortzufahren unter Abinderung der Bedingungen. Sicher ist, 
daB lange nicht alle Versuche mit tiberlebenden Organen und ihren Preb- 
siften unter strenger Diskontierung aller Versuchsbedingungen gefiihrt worden 
sind und daB in der Auswahl der letzteren Plan und System nicht immer 
zu finden sind. 

Unter den zahlreich vorhandenen Angaben iiber Autolyse wollen wir 
bloB diejenigen herausgreifen, welche sich auf Harnstoffbildung beziehen. 
Die ersten auf Harnstoffbildung bei Autolyse gerichteten Versuche hat 1894 
Richet?*) gemacht. Seine Wahl fiel verstandlicherweise auf die Leber, wo 
bereits Schréder®>) (1882) in seinen bekannten Versuchen, die Harnstoff- 
bildung lokalisiert hatte. Indem Richet eine Anreicherung des Harnstoffs 
in der Leber festgestellt hatte, kam er zu der Annahme, daB dieser Vorgang 
auf dem Gehalt der Leber an ,,diastase uréopoiétique“, einem léslichen Fer- 





*) Mitgeteilt am 13. VI. 30 in der Sitzung des Inst. f. exp. Med. und 
am 16. VI. 30in der russisch. Setschenow-Gesellsch. fiir Physiologie. Leningrad. 
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ment beruhe. Da seiner Annahme die Ergebnisse von Analysen mit 
Bromlauge zugrunde gelegt waren, so machten die nachfolgenden Forscher 
in gleicher Weise den Versuch, die Natur der in der Leber angereicherten 
Substanz festzustellen. Gottlieb’) (1895) und Schwartz®*) (1898) faBten 
diese Substanz als Harnstoff auf, dagegen glauote Léwi!‘) (1898), daB es 
eine Aminosiure sei und Lambling!?) lieB es im Zweifel, ob es Harnstoff 
oder ein nahe stehender Kérper sei. Die Unsicherheit bei der Bestimmung 
der Natur des in der Leber bei Autolyse angereicherten Kérpers, ist darauf 
zurickzufiihren, daB damals Verfahren fiir direkte Harnstoffbestimmung 
fehlten. Diese Méglichkeit eréffnete sich erst mit Einfiihrung des Urease- 
und Xanthydrolverfahrens.*) Vermittelst des Ureaseverfahrens hat Ham- 
mett’) (1919) Harnstoffanreicherung in der menschlichen Placenta bei 
Autolyse festgestellt. Nach ihm ist es entweder ein hydrolytischer durch 
Arginase bedingter ProzeB oder eine synthetische Bildung aus Ammonium- 
carbonat. Fosse in Gemeinschaft mit Rouchelmann‘) (1921) hat mit dem 
Xanthydrolverfahren sichergestellt, daB die Leberautolyse mit Harnstoff- 
bildung einhergeht. Das Wesen dieses Prozesses ist dabei unbehandelt ge- 
blieben.**) Ferner haben Meyers, Ringer u. Benson®®) (1925), Gold- 
horpe®) (1925—26), Artom?) (1926), Marie?®) (1922), Luck!5) (1924), 
Mc. Cance!”) (1924—25) und Przylecki??) (1927) mit den verschiedensten 
Organen, zumeist allerdings mit der Leber gearbeitet und festgestellt, dab 
Leber, Milz, Nieren, Darmschleimhaut, Schilddriise, Placenta bei der Autolyse 
Harnstoff bilden. Harnstoff bei Autolyse wurde nicht nachgewiesen in Pan- 
kreas, Skelettmuskeln, Herzmuskel, Lungen und Vogelleber. Direkte und 
experimentell begriindete Angaben dariiber, welches Material fiir die An- 
reicherung des Harnstoffs zur Verwendung und welcher Chemismus dabci 
in Frage kommen, haben wir bei den genannten Autoren nicht gefunden. 
Zumeist beschranken sie sich darauf, aus indirekten Folgerungen sich er- 
gebende Vermutungen auszusprechen. 

Eine besondere Beriicksichtigung beansprucht die von 
Me. Cance in Hopkins Laboratorium ausgefiihrte, emgehende 
und griindliche Untersuchung. Die Ergebnisse derselben sind fiir 
uns um so wichtiger, als die Mehrzahl der tbrigen angefiihrten 
Arbeiten uns im Original nicht vorgelegen hat. Mc. Cance hat, 
in der Hauptsache mit Leber, Nieren und Milz operierend, fest- 
gestellt, da erstens Ammoniak- und Harnstoffbildung in den 
Organen zwei voneinander unabhingige Vorgiinge sind und zweitens, 
daB Sauerstoff abschwichend wirkt auf die Harnstoffbildung bei 
Autolyse in Leber und Milz. Auf Grund dieser Feststellung folgert 





*) Tacheuchi hat 1908 die Urease aus der Soyabohne (J. Coll. Agr. 
Tokio) isoliert und Marshall hat dieselbe zuerst fiir die Harnstoffbestimmung 
in Blut und Geweben verwendet (J. biol. chem. 25, 487, 1913). Die Xanthy- 
drolmethode ist von Fosse gefunden und eingefiihrt worden. 

**) Beachtung verdient, daB die Umwandlung von Ammoniumcyanat 
in Harnstoff stark abnimmt, wenn Leberpulpa (frisch oder durchgekocht) 
zugesetzt wird (vgl. Fosse, L’urée S. 158). 
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er, daB bei der Autolyse Harnstoff weder aus Cyanaten noch aus 
Carbonaten gebildet, wird und daB es nicht angeht, die Harn- 
stoffbildung auf Rechnung der Glykoseoxydation zu setzen, wie 
Marie vorausgesetzt hat. Uber die Beteiligung des Arginin- 
Arginasesystems an diesem Vorgang, gibt das ganze vorliegende 
T'atsachenmaterial ihm Veranlassung folgendes zu sagen: ,,Thesis 
evidence however that arginin is not the sole precursor’’.1® Wir 
lassen es zuniichst unbesprochen, unter welchen Bedingungen 
nach Me. Cance die Harnstoffbildung von px und Sauerstoff 
abhingig ist, sofern wir in der vorliegenden Arbeit diese Seite 
der Frage unberiihrt lassen und werden darauf in einer bevor- 
stehenden Untersuchung zuriickkommen. Hier haben wir uns, 
unter Zugrundelegung unserer Versuche mit Lebersubstanz, auf 
die Frage beschrinkt, ob das Arginin-Arginasesystem fiir 
die ganze Harnstoffbildung verantwortlich zu machen 
ist. Diese Frage haben wir in die erste Reihe gestellt, weil ihre 
Beantwortung maBgebend ist fiir die weitere Versuchsanordnung. 


1. Die Rolle des Arginin-Arginasesystems in der Harnstoff bildung 
bei der Leberautolyse. 

Um die gestellte Frage experimentell begrinden zu kénnen, 
gingen wir fiir die Versuchsanordnung von folgenden Erwigungen 
aus. Als bekannt vorausgesetzt, in welcher Menge die der Autolyse 
unterworfene Lebersubstanz praformierten Harnstoff enthalt und 
in welcher Menge in ihr bei kompletter Hydrolyse Arginin gebildet 
werden kann, wird man fiir bestimmte Zeitriume in entsprechenden 
Portionen der im Thermostat abgestellten Lebersubstanz feststellen 
kénnen, fiir die einen Leberportionen den Harnstoffgehalt, fir die 
anderen, kompletter Hydrolyse unterworfenen, den zuriickgeblie- 
benen Arginingehalt. Daraus lé8t sich dann das Verhiltnis fest- 
stellen zwischen Harnstoffbildung und Argininzersetzung. Sofern 
Arginin die einzige Quelle fiir den Harnstoff ist, 
schwindet fiir ihn im gleichen Zeitraum eine aqui- 
molekulare Menge Arginin, oder anders ausgedrickt, die 
arithmetische Summe von Harnstoff und Arginin, letzteres auf 
den entsprechenden Harnstoffgehalt umgerechnet, mu8 in allen 
Portionen die gleiche sein, weil unter den gegebenen Bedingungen 
der eine Summand um ebensoviel zunimmt, wie der andere ab- 
nimmt. Wiirde sich erweisen, daB der Harnstoffgehalt héher ist, 
als aus dem in der gleichen Zeit zersetzten Arginin hatte gebildet 
werden kénnen, so wiirde der Schlu8 nahe liegen, da8 der Harn- 
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stoff nicht allein aus Arginin, sondern noch aus irgendeiner andern 
Verbindung hervorgegangen ist. Wiirde dagegen der Harnstoff- 
gehalt geringer sein, als einer kompletten Zersetzung des Arginins 
durch Arginase entspricht, so wiirde das darauf hinweisen, dai 
das geschwundene Arginin zu einem Teil irgendeine andere Um- 
wandlung erlitten hat. 


a) Methodik. 


Die Versuchsanordnung war folgende: In Latapie zerkleinerte Hunde- 
leber (Verblutungstod) wurde in einer Versuchsreihe als solche (Versuch 1, 
2, 3 und 4), in einer anderen (Versuch 5, 6, 7) unter Zusatz physiologischer 
Lésung verwendet. Fiir den ersten Fall wurden Glaser mit Glas- oder Kork- 
pfropfenverschlu8 mit abgewogener Menge Leberbrei beschickt und annaihernd 
bis 2°/, Toluol zugesetzt. Fiir die Harnstoffbestimmung wurden stets 8—22,0 g 
Leberbrei abgewogen. Die gréBeren Mengen dienten zur Bestimmung des 
praformierten Harnstoffs (wegen des geringen Gehalts daran), die kleineren 
Mengen zur Bestimmung der Harnstoffanreicherung. Fiir die Arginin- 
bestimmung wurden 15—60,0 Leberbrei abgewogen. Sofort in Behandlung 
genommen wurden diejenigen Portionen, welche der Bestimmung des pré- 
formierten Harnstoffs und des unter Hydrolysewirkung gebildeten Arginins 
dienen sollten. Die anderen Portionen, in welchen Harnstoffanreicherung bzw. 
Schwinden des Arginins bestimmt werden sollte, wurden im Thermostat 
bis 33—36° abgestellt. In verschiedenen Zeitraumen wurden die Gliser dem 
Thermostat entnommen und der Inhalt eines jeden auf Harnstoff und Arginin 
untersucht. Fiir die zweite Versuchsreihe (5, 6, 7) wurde ein Glaskolben mit 
180—200,0 g Leberbrei beschickt, physiologische Kochsalzlésung in etwa doppelt 
so groBer Menge unter Anséuerung mit Essigsaiure bis 0,2°/, zugesetzt, Toluol 
zugegossen und der Kolben mit Watte- oder KorkpfropfenverschluB im Ther- 
mostat bei 33—36° abgestellt. Vor der Abstellung wurden abgewogene Por- 
tionen entnommen zur Bestimmung des Harnstoff- und Arginingehaltes. Wie 
in der ersten Versuchsreihe, so auch hier, kamen in verschiedenen Zeitriumen 
abgewogene Portionen des Breis in Untersuchung auf Harnstoff und Arginin, 
worauf der Kolben im Thermostat stehen gelassen wurde. Fiir die Harn- 
stoffbestimmung wurden stets 10—30,0g abgewogen, fiir die Arginin- 
bestimmung 30—100,0 g. Die gefundenen Zahlenwerte fiir den Gehalt des 
Gemisches an den gesuchten Kérpern, wurden umgerechnet auf die entspre- 
chende Menge Lebergewebe. In beiden Versuchsreihen wurde dabei der Ge- 
wichtsverlust durch Verdunstung im Thermostat in Rechnung gestellt und 
bei allen Handgriffen wurde méglichst auf Sterilitat geachtet. Als Kontrolle 
der letzteren diente das Aussehen des Gemisches, Fehlen von charakte- 
ristischem Fiaulnisgeruch und in einigen Fallen negatives Impfergebnis auf 
Bouillon. 

Argininbestimmung. Die fiir Argininbestimmung abgewogene Menge 
Leberbrei erhielt einen Zusatz der 3fachen Gewichtsmenge 20°/,iger Salz- 
saure. Fiir die drei letzten Versuche mit Leberbrei in physiologischer Lésung, 
wurde die Saiure mit Sp. G. 1,19 zu gleichen Gewichtsteilen zugesetzt. Im 
einen wie im anderen Falle wurde die Masse nach Zusatz der Saure in einem 
Kolben mit RiickfluBkihler zunichst (1—2 Stunden) im Wasserbade und 
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darauf im Olbade (22—26 Stunden) unter schwachem Sieden erhitzt. Nach 
Abschlu8 der Hydrolyse wurde die Salzsiure im Claissenschen Kolben bei 
40—50° wiederholt ins Vakuum abdestilliert. Der wandstaindige Rest im 
Kolben wurde mit heiBem Wasser abgewaschen und darauf der Kolben sorg- 
faltig gespilt. Die abgekihlte Lésung wurde mit gesittigter Lésung von 
Na,CO, bis zu schwach saurer oder neutraler Reaktion gegen Lackmus behandelt, 
filtriert durch Nutsche oder Trichter, sorgfaltig und mehrfach mit kochendem 
Wasser gewaschen, das Waschwasser dem Grundfiltrat zugesetzt und alles 
im Wasserbade eingeengt. Sofern sich dabei ein Niederschlag bildete, wurde 
er abfiltriert und gewaschen, das Filtrat mit dem Waschwasser bis auf ein 
bestimmtes Volumen gebracht, zumeist mit der Berechnung, daB 100 ccm 
Lésung 10-—-15,0 g Lebersubstanz entsprechen sollten. Darauf wurde eine 
Reihe Reagenzréhren mit je 10—20 ccm der Lésung beschickt, sterilisiert 
und der Inhalt eines jeden Rohres vermittelst Na,CO,-Lésung auf pq = 9,5 
gebracht. Die dazu erforderliche Menge Na,CO,-Lésung wurde bestimmt 
mit Phenolphthalein, vermittelst Titrierung bis zu py = 9,5. Als Standard- 
lésung diente ein Glykokoll-NaOH-Gemisch mit gleichem pg. Ein Teil der 
Reagenzréhren wurde nach Fosse auf praformierten Harnstoff untersucht, 
die iibrigen wurden nach Zusatz von 1 ccm 2°/,iger Arginaselésung nach 
Edlbacher und von 10 Tropfen Toluol, fiir 7—12 Stunden im Thermostat 
bei 36—38° abgestellt und darauf nochmals mit der gleichen Arginasemenge 
nachgefiillt.*) Die verwendete Arginaselésung im Gemisch mit dem doppelten 
Volumen 100°/,iger Essigsiure und Xanthydrol in entsprechender Menge, 
bedingte gar keine Sedimentation selbst nach 18stiindigem Stehen. Die Harn- 
stoffbestimmung nach Fosse wurde nach annihernd 24 Stunden Thermostat- 
wirkung ausgefiihrt. Dazu wurde der Inhalt der Reagenzréhren durch Filtrier- 
papier (3—4 cm) filtriert, und mit dem doppelt so groBem Volumen 100 °/,iger 
Essigsiure gewaschen. Das Filtrat wurde mit Xanthydrol zu 10°/, in Methyl- 
alkohollésung versetzt in einer Menge von '/,, des Gesamtvolumens und zwar 
erfolgte der Zusatz in 5 Gaben mit Pausen von je 10 Minuten. Nach Ablauf 
von 3—5 Stunden.**) wurde der ausgefallene Dixanthylharnstoff abfiltriert. 
Das Filtrieren wurde unter Absaugen durch einen Konkavfilter aus Filtrier- 
papier auf entsprechend gebogener netzférmiger Silberscheibe***), nach der 
Vorschrift von Fosse ausgefiihrt.4) Darauf wurde der abfiltrierte Niederschlag 
mit Methylalkoho] gewaschen, bei 100° getrocknet und abgewogen. Die fest- 
gestellte Gewichtsmenge, nach Abzug derjenigen fiir den vorher bestimmten 
priformierten Harnstoff, entsprach derjenigen Harnstoffmenge, welche auf 
Kosten des im Hydrolysat enthaltenen Arginin sich gebildet hatte. 
Harnstoffbestimmung im Lebergewebe, sowohl des prafor- 
mierten, wie auch des nach Thermostateinwirkung gebildeten. 
Die Gewichtsmengen fiir frische Leber betrugen 12—22,0 g, fiir Thermostat- 


*) Die Nachfiillung mit Arginase hat sich als erforderlich erwiesen, um 
das ganze Arginin zur Zerlegung zu bringen. Ein dreifacher Zusatz ist iiber- 
fliissig, wie ein spezieller Versuch erwiesen hat. 

**) Fosse (L’urée, 8. 13) gibt an, daB in ammoniakhaltigem Substrat 
die Reaktion verlangsamt ist und daher nach Xanthydrolzusatz lingere Zeit 


abgewartet werden soll. 
***) Nach unserer Erfahrung kann die Silberscheibe zweckmaBig durch 


eine Ebonitscheibe ersetzt werden. 
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leber 8—12,0g mit Zusatz der Tanretreagens*) (verdoppelter Gehalt an 
HgJ,) in einem der Gewichtsmenge des Leberbreis gleichen Volumen. Der 
ausgefillte Niederschlag wurde nach 20—30 Minuten Abstehenlassen, un- 
mittelbar in einen MeBkolben abgesogen und wiederholt gewaschen mit 33 °/, 
Essigsaure mit Tanretreagens bis zu 0,5°/,. Das Filtrat mit dem Waschwasser 
wurde durch Zusatz von 33°/,iger Essigsaure bis auf 50 ccm gebracht. Sofern 
es erforderlich war, wurde nochmals mit kleinem Filter filtriert. In 20 bis 
25 ccm Filtrat im Gemisch mit dem gleichen Volumen 100°/,iger Essigsiure, 
wurde frisch hergestellte 10°/,ige Xanthydrollésung in 100°/, Essigsiure 
zugesetzt, in einer 1/,, Volumteilen der Gesamtfliissigkeitsmenge entspre- 
chenden Menge und zwar in 5 Portionen mit Pausen von je 10 Minuten. 
3 Stunden nach letztmaligem Zusatz wurde der ausgefillte Dixanthylharnstoff 
entweder mit Filtertiegel (Form 1, G3) abfiltriert, sofern frische Leber mit 
ihrem geringen Harnstoffgehalt Untersuchungsobjekt war, oder mit Konkav- 
filter, sofern es sich um Thermostatleber handelte. Der Niederschlag auf 
dem Filter wurde mit absolutem Methylalkohol gewaschen, bei 100° ge- 
trocknet, gewogen und der Gewichtswert auf 100 g Lebergewebe umgerechnet. 

Bei der Harnstoffbestimmung in frischem Lebergewebe, nach Zusatz 
des Tanretreagens und Filtration, stellt sich manchmal Triibung des Filtrats 
ein und weicht keiner wiederholten Filtration und keinem Ausschleudern. 
In solchen Fallen wurde das Filtrat mit dem gleichen oder 11/,fachen Volumen 
100°/,iger Essigsiure versetzt und ausgeschleudert. So erhielt man eine 
ganz durchsichtige Lésung, ein Teil derselben diente dann der Harnstoff- 
bestimmung. 

Stets wurden mindestens Doppelbestimmungen gemacht und manchmal, 
insbesondere wenn eine Harnstoffbestimmung nach Hydrolyse unter Arginase- 
wirkung vorlag, machten wir 3 und 4 Parallelversuche. Die Zahlenwerte 
standen einander stets sehr nahe und wenn Differenzen bestanden, so hielten 
sie sich in den Grenzen der Exaktheit unseres Verfahrens. 

Am Ende dieser Abhandlung geben wir im Anhang Ausziige aus Proto- 
kollen fiir Versuch 2 u. 7, um zu zeigen, wie die Errechnungen fiir Leberbrei 
in Substanz (Versuch 2) und fiir das Gemisch mit physiologischer Lésung 
(Versuch 7) ausgefiihrt worden sind. 


b) Experimenteller Teil. 


Insgesamt haben wir 7 Autolyseversuche mit Hundeleberbrei 
gemacht. Der erste Versuch diente der Priifung und Sicherung 
der Versuchsanordnung und kam nicht in Rechnung. Zwar sind 
die Ergebnisse kaum verschieden von den nachfolgenden, jedoch 
fehlt uns ein sicheres Vertrauen zu den Zahlenwerten. Die Ergeb- 
nisse der anderen 6 Versuche sind nachstehend in Zahlentabellen 
(Tab. 1) und Kurve zusammengestellt. Eine Besprechung dieser 
Angaben eriibrigt sich, im Hinblick auf die genaue Schilderung 
der Versuchsanordnung. Es mag blo8 erwaihnt werden, daf wir 
po nur in Versuch 5, 6 und 7, beim Abschlu8 derselben, be- 





*) Fosse, L’urée, 8. 39, 157. Paris 1928. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXCII, 
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stimmt haben. Die Bestimmung wurde elektrometrisch ver- 
mittelst Chinhydronelektrode gemacht. Von systematischen px- 
Bestimmungen haben wir Abstand genommen, weil sie nicht in 
den Rahmen der vorliegenden Untersuchung hineingehéren, wie 
bereits eingangs bemerkt worden ist. Die Versuche wurden bei 
Temperaturen von 33—35° ausgefiihrt, mit Ausnahme von Ver- 
such 8, welcher in den ersten 58 Stunden 0° und in den nach- 
folgenden 106 Stunden 35° erforderlich gemacht hatte. Die Ver- 
suchsdauer betrug 5—26 Tage. In Versuch 2, 3 und 4 kam Leber- 
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Kurve (Versuch 7) fir Zunahme des Harnstoffs und fir Abnahme des Arginins 
(umgerechnet auf Harnstoff). 


brei unmittelbar zur Verwendung, in Versuch 5, 6 und 7 war 
derselbe mit physiologischer Kochsalzlésung versetzt unter An- 
siuerung mit Essigsiiure bis zu 0,2°/, (vgl. oben). 

Da die Auswirkung des Arginin—Arginasesystems unser 
Untersuchungsobjekt bildete, so war einer unserer Versuche 
darauf gerichtet, festzustellen, wie lange die Aktivitaét der Arginase 
im Autolysat erhalten bleibt. Dazu haben wir im Versuch 6 vom 
Autolysat, nachdem es 164 Stunden im ‘Thermostat bei 88—35° 
und darauf bei Zimmertemperatur 300 Stunden gestanden hatte, 
4 Portionen abgewogen und Glaskolben damit beschickt. Ein 
Kolben, als Kontrolle, enthielt unvermischtes Autolysat allein, 











Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper, 


Tabelle 1. 
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Gehalt an in mg-°/, 






































3 — - —_| Gesamt- & 
8 | Autolyse- ! Arginin *) gehalt S 
> so dauer in | pu 4 Vet io. 1 3 = 
Z = Stunden U in seiibitin b stoff und SC 
.! Vers. mit im Mittel}] Arginin . 
A | Hydrolyse — 
2116.XI.] ~1 |—| 75,5 | 555 630 fas 
1929 114 |—] 259 339 598 — 6,1 
185 |—| 285 | 3% 349 634 4. 0,6 
624 |—| 344 | 266 610 ~ 3,2 
3 130.XIL.} ~2 |—| 34,5 | 455 490 = 
1929 | 282 
(164) |—| 227 | 284 283 510 + 4,1 
| 284 
4] 9.1. at J—jawo |] se 390 430 a 
1930 | 
116 om | = i , 
3 |—| 243 | Se 220) 463 47,7 
260 |—] 288 | 128 416 — 
C 
614M) ~t-ai-iee| FS 478 515 
1930 46 |—|137,4 | 392 529 + 2,7 
90 |—] 185 302 487 — 5,4 
208 [5,4] 23750 269,5 | 506 | —1,7 
| 
6) 6.0. | +12 |—| 31,7, ie 513 545 = 
46 |—|2095 | 346 555 + 1,8 
164 |5,7]206,5 233 530 — 28 
71/18.00} ~1 |—[a5) 3 502,5 550 ‘a 
1930 21 |—I 170 | 406 576 CO | « 44-4,7 
68 |—!236,5 3? 313 550 + 0,0 
119 |--1 269 251 520 — 
168 36,1] 282 | | 257 539 — 2,0 





*) Arginin auf die entsprechende Harnstoffmenge umgerechnet. a ent- 
halt Angaben fiir parallele Versuche mit Hydrolyse von zwei oder mehreren 


Portionen. 


Die Zahlen 


stimmungen. 


unter 


a und b 


sind Mittelzahlen 


aus mebreren 
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der zweite Autolysat mit 0,1 g Arginase, der dritte Autolysat mit 
2,0 ccm salzsaurem Arginin in 2°/, Lisung, der vierte Autolysat 
mit 1,0 cem salzsaurem Arginin in 2°/, Lésung und 0,1 g Arginase. 
Alle 4 Kolben wurden im Thermostat bei 35° abgestellt. Nach 
96 Stunden machten wir Harnstoffbestimmung. Der erste Kolben 
sollte den Harnstoffgehalt des unvermischten Autolysats angeben. 
Damit war die Moéglichkeit gegeben, fiir die anderen 3 Kolben 
festzustellen, welche Harnstoffmenge sich gebildet hitte ohne 
irgendeinen Zusatz zum Autolysat und jede Abweichung von 
dem entsprechenden Harnstoffgehalt konnte dann auf die EKin- 
wirkung der zugesetzten Substanzen bezogen werden. Die Ergebnisse 
zeigt ‘Tab. 2, 


Tabelle 2. 




















¥- 
e- Gewichts- Dauer des | Harnstoffmenge Umgewan- 
re oe io. Zugesetzt Aufenthaltes in mg Diffe- | delte Menge 
‘ed | misches i. Thermostat renz | von Arginin 
} i in g in Stunden | gef. |_ ber. in °/ 
1 14,16 — 96 14,16 | — — 
2} 11,46 10,1 gArgi- 96 12,1 | 11,46 | 0,64 — 
nase | 
3 8,72 2,0 ecm 96 18,2 | 8,7 9,5 83 °/, 
Arginin- 
lésung. | 
4} 17,52 |Arginin+ 72 218 | 17,5 | 4,3 75 J, 
+ Arginase | 




















c) Besprechung der Ergebnisse. 


Aus den in Tab. 1 zusammengestellten Angaben geht hervor, 
daf die SummengréBen des Gehaltes der Leber an Harnstoff und 
Arginin, letzteres auf die entsprechende Harnstoffmenge um- 
gerechnet, fiir eine jede Versuchsperiode einander nahestehen. 
Wird fiir jeden der Versuche die Anfangssumme als Ausgangssumme 
genommen, so sehen wir fiir die nachfolgenden Perioden ein und 
desselben Versuches, die Summengréfen im Verhiltnis zu Aus- 
gangseroBe in den Grenzen + 0,0—5,5°/, schwanken. Blo fiir 
einen der Versuche (4) und auch fiir eine Periode, betrigt der 
Ausschlag + 7,7°%/5. Somit bleiben die Schwankungen in den 
Grenzen der Exaktheit unseres Verfahrens. Daneben ist zu be- 
merken, da8 die Schwankungen weder nach der +-, noch nach 
der —-Richtung tendieren und daher kann praktisch angenommen 
werden, da8 die Summengréfe fiir alle Versuche und alle Perioden 
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konstant bleibt. Daraus folgt der SchluB, daB in unseren Ver- 
suchen, unter den gegebenen Bedingungen, Arginin 
die einzige Quelle fiir Harnstoffbildung war und da8 
aus der Zersetzung des Arginins bei Autolyse einzig 
allein Harnstoff entstanden ist. 

Aus den Literaturangaben geht hervor, da8 schon friiher 
Harnstoffanreicherung festgestellt worden ist, zuniichst bei Leber- 
autolyse und nachher bei der Autolyse anderer Organe. Als Quelle 
dafiir wurden Ammoniaksalze, Harnsiure und Aminosiuren in 
Anspruch genommen und nach der Entdeckung der Arginase 
durch Kossel und Dakin?®) (1904) wurde Arginin herangezogen. 
Eine unmittelbare experimentelle Begriindung aller dieser An- 
nahmen fehlte zumeist und wo sie vorlag, wurde sie angezweifelt 
als wenig beweiskraftig oder auch deswegen, weil andere Autoren 
die Ergebnisse nicht bestiitigen konnten. Was den Charakter des 
zur Harnstoffbildung fiihrenden Vorgangs anlangt, so hat Richet, 
als er die Harnstoffanreicherung zuerst festgestellt hatte, einen 
Fermentationsproze8 angenommen und diese Auffassung wurde 
von seinen Nachfolgern geteilt, ohne da der Charakter der Fer- 
mentation erkannt war. LErst die Entdeckung. der Arginase 
ermoéglichte es, mindestens fiir einen gewissen Anteil des Harn- 
stoffs ihre Wirkung in Anspruch zu nehmen, jedoch in keinem 
einzigen Fall auf Grund experimenteller Befunde, sondern lediglich 
auf Grund der indirekten Erwigung, da8 nur arginasehaltige 
Organe bei Autolyse Harnstoff bilden. Eine Ausnahme in dieser 
Hinsicht sollte die Milz bilden, jedoch ist nach Me. Cance!®) 
auch in ihr Arginase vorhanden. Nach wie vor steht die mensch- 
liche Placenta vereinzelt da. Warum fir die Harnstoffbildung 
bei Autolyse nicht allein das Arginin—Arginasesystem in Anspruch 
genommen wurde, trotzdem ihre einschlagende Bedeutung an- 
erkannt war, das hat im allgemeinen folgende Griinde: 

1. Wegen Diskrepanz zwischen der Geschwindigkeit der 
Harnstoffanreicherung im Autolysat und dem geringen Gehalt 
der Organe an ungebundenem Arginin einerseits und dem lang- 
samen Ablauf der Organproteolyse andererseits.2!) So haben 
Meyers, Ringer und Benson festgestellt, da&S im Leber- 
autolysat der Harnstoffgehalt um das 10fache angestiegen war, 
wahrend der ungebundene Aminstickstoff ganz unbedeutend zu- 
senommen hatte. 

2. Wegen Verzégerung der Harnstoffbildung bei Autolyse 
durch Sauerstoff, wenngleich das Arginin—-Arginasesystem dabei 
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nicht abgeschwiicht und auch die Anreicherung von Aminstickstoff 
nicht gehemmt wird. Me. Cance sagt bei diesem AnlaB: ,,Some 
of the facts connected with this inhibition are difficult of explain 
if arginase is the sole source of urea‘‘.?°) 

3. Weil Angaben, allerdings schwach begriindete, vorlagen, 
daB die Harnstoffanreicherung bei Leberautolyse auf Kosten 
anderer Substanzen vor sich geht. 

Alle diese Einwiinde sind wenig stichhaltig fiir die Ablehnung 
des Arginin—Arginasesystems als einzigen Trigers der Harnstoff- 
bildung. Mitchell und Hamilton stiitzen sich dabei lediglich 
auf die Beobachtungen von Meyers, Ringer und Benson. 
Dagegen haben Hunter und Dauphinee®), in Versuchen iiber 
die Geschwindigkeit der Abspaltung von Arginin aus Gelatine und 
Casein bei tryptischer Verdauung, gezeigt, daB Gelatine in 
80 Minuten 1/, seines Arginingehaltes abgibt, in 8 Stunden die 
Hialfte und in 3 Tagen 2/3. Annihernd das gleiche Verhalten zeigt 
die Caseinverdauung. Die genannten Autoren bemerken dabei, 
da8 zu 4/, die Argininbindungen der 'rypsinwirkung widerstehen. 
Freilich lassen sich diese Ergebnisse nicht glatt auf die Geschwin- 
digkeit der Abspaltung von Arginin bei Autolyse ibertragen. 
Fir verschiedene KiweiBkérper kGnnen ganz verschiedene Wechsel- 
beziehungen bestehen und dieselben Autoren haben gezeigt, dah 
aus destin die Abspaltung von Arginin langsamer verliuft. Um 
im Autolysevorgang den Beziehungen zwischen gebildeter Harn- 
stoffmenge und in der gleichen Zeit abgespaltenem Arginin auf 
den Grund zu kommen, sind direkte Versuche erforderlich. Dieser 
Aufgabe sind wir nachgegangen mit der Abinderung, da8 nicht 
die Menge des abgespaltenen Arginins, sondern diejenige des 
geschwundenen bestimmt und der gleichzeitig gebildeten Harn- 
stoffmenge gegeniiber gestellt wurde. Unsere Ergebnisse lassen 
keinen Zweifel zu, da8 der ganze Harnstoff auf Kosten des Arginins 
gebildet wurde, jedoch offen bleibt die Frage, ob ungebundenes, 
bei der Proteolyse abgespaltenes Arginin fiir die Harnstoffbildung 
verbraucht wurde oder eine kompliziertere Argininverbindung 
(Polypeptid) in Betracht kommt. Letztere kénnte einen Komplex 
enthalten, von welchem durch Arginase blo8 die Guanidingruppe 
in Harnstoff iibergefiihrt wird, ohne da8 die tbrigen Bindungen 
des Argininrestes gelist werden. In dem betreffenden Komplex 
wiirde dann die Diaminovaleriansiiure intakt gelassen sein. DaB 
eine solche Vragestellung gerechtfertigt ist, geht aus den Angaben 
von Kossel und Dakin?®), sowie Kossel und Pringle!) hervor. 
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Diese haben gezeigt, da die Arginase in einigen Protaminen 
auch das noch innerhalb des Molekularverbandes von Eiweil- 
kérpern befindliche Arginin anzugreifen vermag. 

Was den von Me. Cance betonten Einwand anlangt, daf 
die Harnstoffbildung durch Sauerstoff verzigert wird, wiihrend 
das Arginin—Arginasesystem selbst dabei nicht abgeschwiicht und 
die Proteolyse nicht gehemmt wird, so weisen unsere Ergebnisse 
darauf hin, da’ eine Erklirung dieser interessanten Erscheinung 
nicht darin zu suchen ist, daB einer oder einige andere Kérper 
neben dem Arginin fiir die Harnstoffbildung in Betracht kommen, 
wenigstens nicht unter den Bedingungen der iibrigen Anordnung 
des Autolyseversuchs, sondern da etwas anderes hier mitspielt. 
Die Lésung dieser Frage mu weiteren Untersuchungen vorbehalten 
bleiben. Den Angaben mancher Autoren, da8 Harnstoffbildung 
bei Autolyse aus verschiedenen Substanzen nachgewiesen ist, kann 
in der gleichen Weise, wie vorstehend, entgegengetreten werden. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB nicht nur unsere Ver- 
suche, sondern auch diejenigen anderer Autoren auf das Arginin- 
Arginasesystem als die einzige Harnstoffquelle bei Autolyse hin- 
weisen. Bestitigend dafir ist die Tatsache, daB Harnstoffbildung 
nur fiir arginasehaltige Organe nachgewiesen ist. 

An den beiliegenden Kurven ist zu sehen, da8 sie mit steilem 
Ansteigen beginnen, darauf immer mehr abgeflacht werden, um 
schhieBlich ganz geringe Harnstoffanreicherung anzuzeigen, ob- 
gleich das Autolysat noch aktive Arginase und geniigend Arginin 
enthalt (vgl. Tab. 2). So haben wir in Versuchen 2 und 7 fiir die 
ersten 114 bzw. 120 Stunden Zunahme an Arginin bis 184 bzw. 
122,5 mg, dagegen fiir die nachfolgenden 18 Tage bzw. 49 Stunden 
blo8 59 bzw. 18 mg. Der Kurvencharakter ist der gleiche fiir 
alle Versuche. Es mag sein, daB bei sehr langer Versuchsdauer 
das ganze Arginin zum Schwinden gebracht werden kann, so hat 
Levene}?) in Autolyseversuchen mit Leberbrei in 0,2°/, Essigsiure 
nach 7 Monaten unter den Autolyseprodukten kein Arginin nach- 
weisen kénnen. Welche Umstiinde den Kurvencharakter be- 
stimmen, vermégen wir noch nicht zu sagen. Da auch nach langem 
Stehen im Thermostat, wenn die Harnstoffanreicherung bereits 
stark gehemmt ist, immer noch aktive Arginase und Material 
fiir die Harnstoffbildung im Autolysat enthalten sind, so kann man 
annehmen, daB die Verzégerung entweder durch Abschwichung 
fir Proteolyse bedingt ist oder darauf beruht, da8 im EiweiS- 
molekiil ein Argininanteil leicht, ein anderer schwer abspaltbar 
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ist und entsprechend auch die Harnstoffbildung im ersten Fall 
beschleunigt, im zweiten verzégert ist. Bekraftigend fiir eine 
solche Annahme ist die erwihnte Angabe von Hunter und Dau- 
phinee, daS 4/, der Argininbindungen im EiweiB der Trypsinein- 
wirkung Widerstand leistet. Wir behalten uns vor auf diese Seite 
der Frage und auf die Bedeutung des Sauerstoffs fiir die Hemmung 
der Harnstoffbildung in weiteren Untersuchungen zuriickzu- 
kommen. 

Unsere SchluBfolgerungen tiber die Harnstoffbildung scheinen 
uns experimentell gut begriindet zu sein, soweit die von uns ein- 
cehaltene, auch sonst fiir den gleichen Zweck itbliche Versuchs- 
anordnung mafgebend dafiir ist. Indessen ist die Méglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daB unter entsprechend verinderten Ver- 
suchsbedingungen in Organbrei oder Organextrakten, ganz andere 
Substanzen und andere Fermentationssysteme bedingend fiir die 
Harnstoffbildung sein kénnten. Daf diese Annahme durchaus 
wahrscheinlich ist, zeigen unter anderem Abderhaldens?) und 
seiner Mitarbeiter Untersuchungen tiber Kreatin- bzw. Kreatinin- 
bildung. 

Die Harnstoffbildung in verschiedenen Organen und Extrakten 
aus ihnen soll den Gegenstand unserer nichsten Arbeit unter 
verschiedenen Versuchsbedingungen und in mannigfachen Kom- 


binationen bilden. 
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Zusammenfassung. 

1. Leberbreiautolysate wurden quantitativen Bestimmungen 
auf das Verhaltnis zwischen Harnstoffanreicherung und gleich- 
zeitiger Argininspaltung unterworfen. 

2. Diese Bestimmungen haben ergeben, daB der ganze bei 
Leberbreiautolyse unter iiblichen Bedingungen entstehende Harn- 
stoff auf Rechnung des Arginin—Arginasesystems zu setzen ist. 

3. Es scheint, daB auch Autolyse anderer Organe, unter der 
iiblichen Versuchsanordnung, den gleichen Chemismus der Harn- 
stoffbildung bedingt. 4 

4. Der Harnstoffbildung entspricht eine Kurve mit steilem j 
Ansteigen in der ersten Zeit und Abflachung relativ bald darauf. 

5. Die Verzégerung der Harnstoffanreicherung kann weder 
auf Schwinden der Arginase (diese ist bis zuletzt im Autolysat 
vorhanden), noch auf Mangel an Arginin als Harnstoffquelle 
zuriickgefiihrt werden. Wie es scheint, ist sie bedingt entweder 
durch Abschwachung der Proteolyse oder erschwerte Abspaltung 
des restlichen Arginins im Eiweifimolekiil. 
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Das Gemisch: 
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Versuch Nr. 7 (Das Gemisch von Leber- 
197,05 g Leberbrei, 

344,70 ,, physiologische Lésung 
541,75 g 





























Harnstoffbestimmung 
© 7 S Vol he | Harnstoffgehalt 
= 2 - aH ; ° & | ° / 
= % 2 § A SD olumen S 2 in mg-°/, 
= = o's og j———_______—___ & oneness a 
& = © a ~ a op 3 —~ a 
a = P> | ea; see | sesg| ar ~£e See 
s| A |s2@ 182/58 )2221/58)_8) & | 84 
z SBA [Se l/ea ges | SE ESI ES 8c 
© — 2 oO o,f & ae = '"S | & rm 
> EO a = cms = 8 2is = 2 
: os so. = | = } = oo 
és a... Rok <n eee Bike 
pone — = = — — = | = — — ————— | ———— ———— 
7 13. II. ~1 23,04 | 50 20 11,0 | 17,0 | 2,75 | 46,8 
1930 21,91 ; 50 20 11,0 | 17,9 | 2,75 | 48,3 
| im Mittel: 47,5 
| | 
| | 
21 19,42 50 20 34,0 | 62,5 2,72 | 170 
20 34,0 | 62,5 | 2,72 | 170 
im Mittel: 170 
68 15,8 | 50 25 48,5 | 87,8 | 2,70 | 237 
17,42 | 50 25 53,4 | 87,5 2,70 | 236 
| im Mittel: 236,5 
| | 
| | 
| | 
| | 
| | 
119 14,25 | 50 25 | 50,3 | 101 | 2,68 | 270 
10,8 | 50 25 37,8 | 100 |2,68 268 | 
| im Mittel: 269 
168 11,64 | 50 25 43,6 107 —- 2,65 | 280 
9,36 50 25 34,7 107 | 2,65 284 _ 
im Mittel: 282 
11,0°50-100 
i ne Sak ee 
7-20-93,04. 149 
2) Koeff. = Gewicht vom Gemisch a 541,75 _ 275, 
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Untersuchungen iiber die Harnstoffbildung im Tierkérper. 


























ber- brei mit physiologischer Lésung). 

ung § (~ 300 ccm) + Toluol (~ 50 ccm). 
| ss Argininbestimmung 

; } of Volumen von | Dixanthylharnstoff- a ee " 
| © ‘ a , “ | Arginingehait in Mg-"/y 

2 5 _ Hydrolysaten heh gewicht in mg z es, 

: e ' & — | > 4 > 
~|@ | 28 es |g4eia2|/a2eis 121% = 
2 : a=) y =| oO wr | a eS 
S18 | 28 (eee | Gee | 2) 42) 2 | 8) se] 28 
2 2 seg2/ 6a | , BF] oe |] 8 | & 5 | & 
e cB) mil ese | Fe) a2 |} 4] Bl) a] os 

Mn A es? Balk: 3 | & = 
8 93,04 | 200 10,0 0,7 | 62,6 | | 
3 200 10,0 — 65,4 | | 
- im Mittel: 0,7 64,0 | 63,3 | 2,92 |185 | 508 
33,69 100 10,0 1,3 43,9 | 
100 10,0 | — 43,8 | | 
100 100 | — 44,3 | | | | 
im Mittel: 1,3 | 44,0 | 42,7 | 4,24 | 181 | 497 
7 37,45 150 10,0 | 09 | 264 | | | 
jo | 9 150 10,0 | on7 | | | 
9 { im Mittel: 0,9 27,0 | 26,1 | 5,72 |149 | 406 
7 |} a | 44,82 200 100 | 45 | 215 | | | 
6 |G 100 | — 22,4 | | 
6,5 100 | — | 229 | | 
im Mittel: 4,5 | 22,3 | 17,8 | 6,38 |113,5 | 307 
48,52 150 10.0 | 62 | 32,2 | | 
10,0 | — 31,7 | | 
10,0 — 33,4 | 
20,0 | ~- 67,7 | | 
m im Mittel: 6,2 33,0°) | 26,8 4,41 /118 | 319 
3 34,53 = 150 10,0 3,9 19,0 | 15,1 | 6,21 | 94 | 251 
9 fo | | 
Oo | 8 | 61,53 | 150 10,0 7,9 35,4 | 
4 | s | 150 10,0 mm 36,3 | | 
2 i | im Mittel: 7,9 35,8 | 27,9 | 3,48 | 97 257 

8) 17,0:2,75 = 46,8. 

63,3- 200-100 

7 ) = 185 = 63,3-2,92. 

; i: ietnietin 
























































5) Fiir 10 cem Hydrolysat. 
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6. Die Moéglichkeit ist nicht ausgeschlossen, da8 unter ab- 
geiinderten Versuchsbedingungen in tiberlebenden Organen auch 
andere Substanzen unter Einwirkung anderer Fermentations- 
systeme Harnstoffquellen sein kénnen. 
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Chemische Untersuchung des Prazipitates aus Hamoglobin 
und Anti-Himoglobin-Serum und Bemerkungen iiber die 
Natur der Antikérper. 

Von 
Friedrich Breinl und Felix Haurowitz. 


(Aus dem Hygien. u. Mediz.-chemischen Institut der Deutschen Universitdt in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 4, August 1930.) 


Der Mechanismus der Reaktion zwischen Antigen und Anti- 
kérper ist noch wenig aufgeklirt. Dies liegt vorwiegend an 
unseren geringen Kenntnissen iiber die Natur der Antikérper und 
iiber die Zusammensetzung des aus Antigen und Antikérper be- 
stehenden Prizipitates. Eine quantitative chemische Analyse des 
Prizipitates ist durch dessen geringe Mengen erschwert. Durch 
Anwendung sehr groBer Mengen von Antigen und Jmmunserum 
und durch Anwendung empfindlicher Mikromethoden haben wir 
diese Schwierigkeit umgangen. Als Antigen haben wir Himoglobin 
gewahit, weil es infolge seiner Farbe leicht bestimmbar ist. 

Wir haben die elementare Zusammensetzung des Prizipitates 
untersucht, und haben seinen Gehalt an Himoglobin, an anderen 
Proteinen, an Salzen und an Lipoiden bestimmt, und zwar unter 
verschiedenen Fallungsbedingungen. Jeder der genannten Be- 
standteile wurde ferner qualitativ untersucht. 

Wibrend unserer Arbeit sind von anderen Untersuchern ihnliche aber 
weniger umfassende Untersuchungen mitgeteilt worden. — Heidelberger’) 
hat vor und nach Flockung des spezifischen Kohlehydrates aus Pneumo- 
kokken den N-Gehalt der iiberstehenden Fliissigkeit bestimmt und berechnet 
auf diese Weise indirekt das Verhialtnis Antigen zu Protein im Priizipitat. 
— Marrack u. Smith’) finden, da8 das Priizipitat aus Diphtherietoxin und 
Antitoxin in allen Eigenschaften mit den Globulinen des antitoxischen Serums 
iibereinstimmt. Wu, Cheng und Li*) bestimmen im Priizipitat aus Hiimo- 
globin bzw. JodeiweiB und den entsprechenden Antiseren den Gehalt an 
Antigen und finden denselben annihernd konstant, z. B. 6@—11°/, Hiimoglobin. 
Zur Bestimmung des Himoglobins wurde die Benzidinreaktion herangezogen. 
Da die Peroxydasereaktion der Menge des Himoglobins nicht ganz paralle| 





') Heidelberger u. Kendall, J. of exper. med. 50, 809 (1929). 
*) Proc. of the Roy. Soc. Lond. Ser. B 106, 1 (1930). 
8) Proc. of exper. biol. 25, 853 (1927); 26, 737 (1929). 
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geht und von Tierart und Begleitstoffen abhingig ist (Willstatter und 
Pollinger'), haben wir das Himoglobin des Prizipitates auf andere Weise 
bestimmt, nimlich nach Umwandlung in Kathimoglobin (Haurowitz?). 
Wir haben ferner einen weiteren Flockungsbereich untersucht als Wu und 
Mitarbeiter. Es sei vorweggenommen, da8 unsere Methode der Héimoglobin- 
bestimmung in dem von Wu untersuchten Bereich denselben Gehalt des 
Priizipitates an Hiimoglobin ergibt wie die Methode Wu’s. 


Experimenteller Teil. 
1, Erzeugung und Isolierung des Prazipitates. 


Erythrozyten vom Pferd und vom Rind wurden durch drei- 
maliges Zentrifugieren mit 1°/, iger NaCl-Lésung von Serum be- 
freit und in Anlehnung an die Methode Heidelbergers’) durch 
Schitteln mit Toluol die Stromata von der Hiamoglobinlésung 
abgetrennt.. Das Himoglobin vom Pferd wurde durch Umkrystalli- 
sieren gereinigt. Zur Injektion wurden 10—15°/, ige Lésungen 
des Himoglobins genommen. Anfangs wurden die Immunsera aus- 
schlieBlich durch wiederholte intravenése Injektion an Kaninchen 
gewonnen, doch gingen wir spater infolge der hohen Tierverluste 
zur intraperitonealen Injektion tiber. Es wurde die erste Injektion 
(5 ccm) intravenés, alle weiteren Injektionen (10 ccm) intraperitoneal 
verabfolgt. Im ganzen wurden 10—20 Injektionen im Abstand 
von 5 Tagen gegeben. 

Zur Prizipitation wurde 1 Volum des Immunserums von 1 oder 
mehreren Tieren (5—150 ccm) mit 10 Volum der entsprechend 
verdiinnten Himoglobinlésung versetzt. Nach 24-stiindigem Stehen 
bei 37° wurde der Ansatz (50—1500 ccm) in groBen Glasern zentri- 
fugiert, bis sich das ganze Prizipitat unter der klaren Flissigkeit 
abgesetzt hatte. Das Prizipitat wurde mit 1°/, NaCl in kleinere 
Zentrifugenglischen von etwa 8 ccm Inhalt gespiilt, dreimal mit 
der Kochsalzlésung zentrifugiert und die iiberstehende Flissigkeit 
jedesmal mit der Kapillare scharf abgesaugt. SchlieBlich wurde 
das Prizipitat in einer abgemessenen Menge Wasser (1—3 ccm) 
aufgeschwemmt und diese Aufschwemmung vor einer jeden Ent- 
nahme von Analysenproben durch starkes Schiitteln homogenisiert. 


2. Bestimmung des Gewichtes des Prazipitates und Elementar- 
analyse. 


Um das aus der Waschfliissigkeit stammende NaCl zu entfernen, 
wurde die nach Abschn.1 erhaltene Suspension des Priazipitates 





1) Diese Z. 130, 281 (1923). 2) Diese Z. 183, 78 (1929). 
8) Diese Z. 183, 82 (1929). 
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mit 50°/, Wasser—Alkohol-Gemisch dreimal auf der Zentrifuge ge- 
waschen; zur Entfernung von Lipoiden wurde mit 96°/, igem 
Alkohol, dann mit Ather extrahiert. Das auf diese Weise von 
Salzen, Lipoiden und Wasser befreite Prizipitat wurde bei 110° 
getrocknet, gewogen und sein Gehalt an Asche, C, H und N nach 
Pregl bestimmt. 

Beispiel. Prizipitat aus Rinder-Hb 1 : 2000. — 3,780 (8,474) mg 
Prizipitat = 6,327 (5,991) mg CO, und 2,496 (2,377) mg H,O; 0,388 (0,349) mg 
Asche. — 8,0 (7,1) mg Priézipitat = 0,86 (0,75) eem n/10-NaOH nach Kjeldahl. 
— Die aschefreie Substanz enthilt danach im Mittel 50,7°/, C, 7,4°/, H und 
17,7°/, N. In der Asche lieBen sich Na, Ca, P und Fe nachweisen. Der 
Fe-Gehalt wurde in einigen Fallen kolorimetrisch mit Ferrocyanid bestimmt; 
er lag zwischen 0,03°/, und 0,06°/,. 


3. Die Lipoide des Prazipitates. 


Die nach 2. gewonnenen Extrakte mit wiBrigem Alkohol, 
mit konz. Alkohol und mit Ather wurden vereinigt, am Wasser- 
bad eingedampft, der Riickstand mit Ather aufgenommen und 
der Ather abgedunstet. Wir erhielten auf diese Weise die von 
Salzen befreiten Lipoide. Ihre Ausbeute war sehr wechselnd und 
lag zwischen 2°/, und 8°/,. 

Beispiel. 20,1 mg Prizipitat aus Rinder-Hb 1: 1000 = 1,5 mg Lipoide; 
32,2 mg Priizipitat aus Pferde-Hb 1:5000 = 1,1 mg Lipoide. 

Die Lipoide bestanden aus einer farblosen weichen Masse, 
die bei 30°—34° schmolz. In je 1 mg war die Orzinprobe auf 
Galaktose, die Liebermann-Burchardsche Reaktion auf Chole- 
sterin und — nach AufschluB mit wenig Soda und Salpeter — 
die Probe auf Phosphate mit Ammonmolybdat und HNO, negativ. 
Durch Erhitzen mit starker wiBriger KOH gingen die Lipoide 
in Lésung, um auf Zusatz von Saéure eine Triibung zu geben, die 
nach Schiitteln mit Ather verschwand. Die geringe Menge der 
in den Ather iibergegangenen Fettsiuren gestattete keine nihere 
Untersuchung. 

Lipoide fhnlicher Eigenschaften lieBen sich aus dem Globulin des 
Immunserums gewinnen. Das Serum wurde mit gleichem Vol. gesittigter 
Ammonsulfatlésung gefallt, die Fillung abzentrifugiert, in Wasser gelést, 
neuerlich gefillt und in Fischblasen salzfrei dialysiert. Das ausgefallene 
Globulin wurde mit Alkohol und Ather extrahiert. Aus 73 mg Globulin 
eines Anti-Rinder-Hb-Serums erhielten wir 2,8 mg Lipoide, die ebenfalls 
bei 30—34° schmolzen und in allen oben angefiihrten Eigenschaften mit 
den Lipoiden des Prizipitates iibereinstimmten. 


Auch das zur Prizipitation verwendete Himoglobin enthielt kleine 
Mengen von Lipoiden, von denen es auch durch wiederholtes Schiitteln mit 
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Toluol nicht zu befreien war. Aus 5 ccm einer 7,5°/,igen Lésung von 
Rinder-Hb wurden durch Fillung mit Alkohol, Extraktion mit absolutem 
Alkohol und Ather, Eindampfen der Extrakte und neuerliche Extraktion des 
Riickstandes mit Ather 2,6 mg Lipoide gewonnen, d. i. 0,7°/, des Hiimoglobin- 
gewichtes. Pferde-Hb gab unter den gleichen Bedingungen 2,7 mg Lipoide. 
Sie waren mit den Lipoiden aus dem Prizipitat nicht identisch, denn sie 
waren fest und schmolzen bei 42°. 


4. Bestimmung des Hamoglobins im Prazipitat. 


Die nach 1. erhaltene Suspension des Prizipitates in destil- 
liertem Wasser wurde mit dem gleichen Volumen 2n-NaQOH ver- 
setzt. Das Prizipitat aus Pferde-Hb léste sich schnell zu einer 
klaren rétlichen Fliissigkeit, jenes aus Rinder-Hb sehr langsam 
zu einer schwach getriibten rétlichen Fliissigkeit. Um die Um- 
wandlung des Oxyhimoglobins in Kathimoglobin vollstindig ab- 
laufen zu lassen, lieBen wir 12—36 Stunden im Dunkel stehen. 
Als Standard diente eine 0,1°/,ige wiBrige Lésung des gleichen 
Himoglobins; sie wurde unter den gleichen Bedingungen mit 2n- 
NaOH versetzt und stehen gelassen. 


Der Himoglobingehalt des Prizipitates wurde colorimetrisch bestimmt; 
das Colorimeter glich dem von Fellenberg') beschriebenen Zentrifugen- 
colorimeter; seine Abmessungen waren jedoch kleiner, niémlich 5 mm innerer 
Durchmesser, Héhe der Einteilung 5 cm; jedes Réhrchen faBte héchstens 
1,0 cem Fliissigkeit. Genauigkeit der Ablesung bei 1,0 ccm etwa + 5°/,. — 
In einem Parallelversuch wurde stets das Gewicht des salz- und lipoidfreien 


Prizipitates nach 2. bestimmt. 
Beispiel. 20cem Immunserum, 200 ccm Rinder-Hb 1:2000; Prizipitat 


nach 1. dargestellt, in 1 cem destilliertem Wasser aufgeschwemmt, durch 
Schiitteln homogenisiert; 0,5 cem der Suspension nach 2. mit Alkohol und 
Ather behandelt; Gewicht des trockenen Riickstandes = 6,8 mg. — Zur Hb- 
Bestimmung 0,35 cem der Suspension mit 0,35 ccm 2n-NaOH versetzt, nach 
24 Stunden colorimetriert; gef. 0,31 mg Himoglobin. 1 cem der Suspension 
enthilt also 2 x 6,7, d.i. 13,6 mg Prizipitat mit 0,31:0,35, d.i. 0,88 mg 
Himoglobin oder 6,5°/, Himoglobin. 


5. Eigenschaften des Prazipitates. 

Das mit 1°/, NaCl gewaschene, mit Alkohol nicht behandelte 
Prizipitat bestand aus rétlich-weifen Flocken; es gab deutlich 
alle bekannten EKiweiBreaktionen (Biuret, Millon, Xanthoprotein, 
Diazoreaktion, Sakaguchi u. a.), war in 1°/, NaCl unldslich, liste 
sich aber in Wasser zum Teil zu einer triiben Fliissigkeit. Auch 
durch Pepsin-HCl bei 37° lieB sich das Prazipitat nur zum Teil 
in Lésung bringen. In der Lésung lieB sich anorganisches Eisen 
mit Ferrocyankalium in geringen Mengen nachweisen. 





1) Biochem. Z. 139, 397 (1923). 
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In 0,1°/, Sodalésung war das Prizipitat aus Rinder-Hb nur 
zum Teil léslich, jenes aus Pferde-Hb leichter. Die Lisung zeigte 
deutlich die beiden Absorptionsstreifen des Oxyhiimoglobins bei 
579 und 542 wu, nach Zusatz von sodaalkalischer Lisung von 
Na,S,O, den breiten Streifen des reduzierten Himoglobins bei 
550—590 wu. Der Blutfarbstoff war also in nativer Form im 
Prizipitat enthalten. Die nach Denaturierung') oder nach Be- 
handlung mit Proteasen?) in Blutfarbstofflésungen auftretenden 
Spektralerscheinungen (Himochromogenspektrum nach Zusatz von 
Natriumhydrosulfit) waren nicht zu sehen. 


Das Prizipitat war in 1°/, NaCl-Lésung auch dann unléslich, wenn 
der Lésung das zur Immunisierung verwandte Hémoglobin zugesetzt wurde. 
Eine abgemessene Menge einer Suspension wurde mit dem 50-fachen Vol. 
1°/, NaCl gemischt, im Parallelversuch unter Zusatz von 1°/, Hiimoglobin. 
Nach Zentriefugieren, Waschen und Trocknen nach 2. wurden 6,3 bzw. 
6,2 mg Prizipitat gewogen. Der Zusatz des Hiaimoglobins hatte also die 
Léslichkeit nicht erhéht. 


6. Hydrolyse des Prazipitates. 


Je 10 mg Prizipitat aus Pferde-Hb 1: 200 und Rinder-Hb 1: 200, ferner 
je 10 mg Globulin der entsprechenden Kaninchensera (nach 3. gewonnen) 
wurden mit 10 cem konz. HCl 24 Stunden im siedenden Wasserbad gehalten, 
die Siiure im Vakuum entfernt und durch Wasser ersetzt. In je 0,1 cem dieser 
Lésung wurde Arginin colorimetrisch nach Sakaguchi’) mit NaOCl und 
a-Naphthol bestimmt, in je 0,5 cem Tyrosin nach Folin und Looney’), 
in je 0,5 eem Cystin nach den gleichen Autoren. Zur Bestimmung des 
Tyrosins und des Zystins wurden je 0,5 cem Hydrolysat zur Trockene ver- 
dampft, in 0,2 ccm Wasser gelést und im iibrigen je '/,, der von Folin 
und Looney vorgeschriebenen Mengen an Reagentien verwendet. Je 
0,5 eem Hydrolysat wurden nach Hanke und Koessler’) mit Phosphor- 


























Tabelle I. 
Material —— ae pew pen es 
Oe a2 k ia ee: lo | ‘to J %o 
Pferde-Hb-Prizipitat . . . .| 4,0 5,8 4,4 1,8 | 12,7 
Globulin des Anti-Pferdeserums 8,0 4,8 3,4 1,5 — 
Rinder-Hb-Prazipitat . . . . 3,3 5,0 4,4 1,8 9,7 
Globulin des Anti-Rinderserums 3,3 5,5 4,0 2,1 _ 





1) Haurowitz und Waelsch, Diese Z. 182, 82 (1929). 
*) Haurowitz, Diese Z. 188, 161 (1930). 

*) J. of Biochem. 5, 25 (1925). 

*) J. of biol. Chem. 51, 421 (1922). 

5) J. of biol. Chem. 43, 527 (1920). 
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wolframsiure in kleinen, 2 cem fassenden Réhrchen gefallt, die Fallung 
nach Vorschrift in NaOH gelést und Histidin colorimetrisch mitiels Diazo- 
reaktion bestimmt. Tabelle I zeigt das Untersuchungsergebnis. 

Samtliche Bestimmungen wurden mit dem oben beschriebenen Mikro- 
colorimeter vorgenommen. Die Zahlen der Tabelle zeigen, daB der Gehalt 
der untersuchten Prizipitate jenem der Globuline aus den entsprechenden 
Immunseren etwa gleicht; die gefundenen Unterschiede iiberschreiten nur 
unwesentlich den analytischen Fehler der angewandten Methode. — Da das 
Prizipitat nur kleine Mengen Himoglobin enthilt und dieses nur geringe Mengen 
Arginin, Tyrosin und Zystin, kénnen die gefundenen Werte, ohne da8B man 
einen wesentlichen Fehler beginge, auf den Nicht-Hb-Anteil des Prizipitates 
bezogen werden. Bei den Histidinwerten ist dies wegen des hohen Histidin- 
gehaltes des Himoglobins nicht ohne weiteres méglich. 

An einem Prizipitat aus Pferde-Hb 1:5000 wurde ferner die N-Ver- 
teilung des Hydrolysates nach van Slyke bestimmt. Aus 1,5 Liter des 
Ansatzes wurden 35,4 mg Priizipitat erhalten; die Hilfte des Priizipitates 
wurde mit konzentrierter HCl 24 Stunden gekocht, das Hydrolysat nach 
Hiller und van Slyke’) weiter verarbeitet. Wegen der kleinen zur Ver- 
fiigung stehenden Mengen wurden jedoch Arginin und Histidin nach den 
oben beschriebenen Methoden colorimetrisch bestimmt und Lysin-N durch 
Abziehen des Arginin-N und Histidin-N vom Basen-N berechnet. Wir fan- 
den: 4,3°/, Amid-N, 4,7°/,) Humin-N, 70,0°/, Monoaminosiiure-N, 21°/, Hexon- 
basen-N. Die Hexonbasen bestanden aus 4,2°/, Histidin, 5,1°/, Arginin 
und 2,8°/, Lysin, entsprechend 7°/, Histidin-N, 11°/, Arginin-N und 8°/, 
Lysin-N. 


7. Menge und Zusammensetzung des Prazipitates 
bei verschiedenen Antigenkonzentrationen. 


In diesen Versuchen wurde das Gewicht des Priazipitates 
(frei von Salzen und Lipoiden) nach 2., die Menge des Himoglobins 






































Tabelle II. 
1. Prizipitat 2. Prizipitat Zu- 
Ansatz | Gewicht | Himoglobin | Gewicht | Hamoglobin | *prizi. 
Hb-Konz. | 6 Hb-Konz. | Broom | Priizi- 
| mg | mg | | mg | mg | %> | pitat mg 
1:20 | 152 [87 —_ | Ps oe 
1:200 | 384 | 82 | (1:200) | (5,2) (0,57 | (11) | (39,2) 
200 cem HHs:2000 | 14 | 0,88 | 1:200 | 15,4 (22 | 14 | 294 
Rind-Hb |I 120000 | 6,8 |-(0,43 | 1:200 21,0 22 | 10 27,8 
1:200000; 1,2 | 1:200 | 190 | 26 | 18 | 20,2 
270 cem (| 1:20 _ ol | 10,3 | 
Pferd- 1:200 1 §6| 1,9 | 
Hb 1 1:2000 4,0 | 0,49. | 











1) J. of biol. Chem. 39, 479 (1919). 
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nach 4. bestimmt. Tabelle II zeigt das Ergebnis zweier derartiger 
Versuche aus einer gréBeren Reihe von Versuchen. 


Bemerkungen zur Tabelle. Das nach Abschnitt 1. erhaltene Priizi- 
pitat ist in der Tabelle als ,,1. Prizipitat“ bezeichnet. Nacdi Abzentrifugieren 
desselben wurde in einem Teil der Versuche neuerlich Himoglobin zugegeben 
und zwar bis zur Konzentration 1:200. Nach 24stiindigem Stehen war 
neuerlich ein ,,2. Prizipitat“‘ ausgefallen. Auch in der als Kontrolle dienenden 
Lésung 1: 200 hatte sich eine geringe Menge eines Niederschlages abgesetzt. 
Die Werte fiir diesen Niederschlag sind in der Tabelle eingeklammert. Die 
Summe der erhaltenen Prizipitate war bei derartigem fraktioniertem Zusatz 
stets um so gréBer, je gréBer die von vornherein zugesetzte Menge Himo- 
globin war — eine Bestiitigung des bekannten Danysz-Phiinomens. — Die 
Versuche mit Konzentrationen 1:20 Hb wurden nur in kleinen Ansitzen 
durchgefiihrt; je 5cem Immunserum wurden mit 5 cem 10°/, Hb versetzt. In 
der Tabelle sind die Werte auf Ansiitze von 200 bzw. 270 ccm umgerechnet. 


8. Einwirkung von Trypsin auf Serumglobulin. 


Serumglobulin vom Pferd wurde durch Ammonsulfat-Halbsittigung 
ausgefallt, in Wasser gelést, umgefiallt und die Salze durch Dialyse entfernt. 

9 ccm EiweiBlésung (= 0,1 g Serumglobulin, 0,1 g NaCl, 0,05 g Soda) 
wurden mit 1 ecm 1°/, Trypsin Merck versetzt; Kontrolle mit 20’ am Wasser- 
bad erbitztem Trypsin. — Nach 18stiindigem Stehen bei 37° wurde mit 
Trichloressigsiure gefillt, zentrifugiert, mit 4°/, Trichloressigsiure gewaschen 
und im Niederschlag Gesamt-N nach Kjeldahl bestimmt. Gefunden: 
11,7 mg N; Kontrolle: 16,2 mg N; Rest-N = 16,2—11,7 mg, d. i. 4,5 mg N 
oder 28 mg Globulin. 10 mg Trypsin spalten unter den beschriebenen, von 
Huntoon angegebenen Bedingungen 28 mg Globulin, d. i. das 2,8fache 
ihres Gewichtes. 

190 ccm EiweiBlésung (= 12 mg Globulin, 1 g NaCl, 0,5 g Soda) mit 
10 cem Trypsinlésung (2 mg) versetzt; Kontrolle wie oben. Nach 18 Stunden 
Aufenthalt bei 37° je 10 cem mit 5 ecm Sulfosalicylsiiure versetzt. Nephe- 
lometrisch lieB sich keine Differenz zwischen Trypsinversuch und Kontrolle 
feststellen, also keine merkliche Eiwei8spaltung. 

Die Versuchsanordnungen entsprechen jenen, die Huntoon’) angewendet 
hat, um zu zeigen, da8 Antikérper durch Trypsin nicht zerstért werden. 
Die Ergebnisse zeigen, daB unter diesen Bedingungen auch normales Serum- 
globulin nicht wesentlich von Trypsin angegriffen wird. — Huntoon gibt 
in seinen Versuchen Natriumbicarbonat, nicht Soda zu, spricht aber von 
alkalischer Reaktion gegen Phenolphthalein. Wir haben, um diese Un- 
klarheiten zu beheben, die beschriebenen Versuche mit Natriumbicarbonat 
wiederholt und noch schwiichere Spaltung des Globulins beobachtet. 


Zusammenfassung. 


1. Das Prazipitat aus Himoglobin und Anti-Haimoglobinserum 
enthalt 2—8°/, Lipoide, 5—10°/, Salze und einen organischen 





1) Huntoon, Masuecci u. Stanum, J. of immunol. 6, 185 (1921). 
4* 
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Rest, der 50,7°/, C, 7,4°/, H und 17,7°/, N enthalt, d.s. fir 
Eiweibkérper typische Zahlen. 

2. Die Hauptmenge des Priazipitates besteht aus einem Protein, 
das dem Globulin des Immunserums ihnelt; es liefert bei Hydro- 
lyse annihernd dieselben Mengen Tyrosin, Zystin und Arginin. 

3. Der Gehalt des Prizipitates an Antigen (Himoglobin) ist 
abhingig von den Fallungsbedingungen; bei geringen Himoglobin- 
konzentrationen im Ansatz (1:1000 bis 1:200000) liegt er, wie 
bereits Wu (a. a.O.) festgestellt hat, bei 6—11°/, Hb, bei héheren 
Konzentrationen des Ansatzes steigt er auf 24°/, des lipoidfreien 
Prizipitates. 

4. Die Lipoide des Priazipitates gleichen jenen Lipoiden, die 
bei Halbsittigung des Serums mit Ammonsulfat mit der“dlobulinen 
ausfallen; sie enthalten weder Cholesterin, noch auch Phosphatide 
oder Cerebroside in analytisch nachweisbaren Mengen. Bei Hydro- 
lyse liefern sie Fettsiuren. 

Die wechselnde Ausbeute an diesen Lipoiden laBt vermuten, 
daB es sich nur um Begleitstoffe der ausfallenden Globuline handelt, 
die fiir die Prizipitation ohne besondere Bedeutung sind. Eine 
ihnliche Anschauung vertritt auf Grund eigener Versuche Tamaki.') 


Diskussion. 
1. Zur Natur und Genese der Antikérper. 

Durch die Untersuchungen von Pick, Moll, Welsh und 
Chapman?) ist es schon lange Zeit bekannt, daB der Hauptteil 
des Prizipitates von Proteinen des Immunserums gebildet wird. 
Marrack und Smith (a. a. 0.) haben kiirzlich eine groBe Zahl 
physikalischer und chemischer Eigenschaften des prizipitierten 
Antikérpers untersucht und volle Identitit mit dem Globulin des 
Immunserums gefunden. Sie ziehen den Schlu8, daB ihr Anti- 
kérper — das Diphtherieantitoxin — ein Globulin sei, das sich 
vom normalen Serumglobulin nur durch strukturelle Unterschiede, 
nicht physikalisch oder chemisch unterscheide. Auch unsere Ver- 
suche fiihren zu der Auffassung, da8 der Antikérper ein dem 
Serumglobulin sehr ihnliches Globulin sei. 


Die entgegengesetzte Auffassung, nach der sich Antikérper nahezu 
eiweibfrei gewinnen lassen und den Globulinen blo8 anhaften (vgl. Berger®) 
beruht 1. auf dem negativen Ausfall qualitativer EiweiBreaktionen und 2. 
auf der Beobachtung, daB der Antikérper durch Trypsin nicht zerstért werde. 





') Mitt. d. mediz. Akad. Kioto, 3, 53 (1929). 
*) Vgl. Kraus, Hdb. d. pathogenen Mikroorg. 2, 1170. 
8) Klin. Wochenschr. 2, Nr. 25 u. 26. 
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— Die negativen EiweiSreaktionen sind mit den quantitativen Analysen 
dieser Arbeit und der oben angefiihrten Arbeiten von Heidelberger, von 
Wu und von Marrack und Smith nicht vereinbar. Sie sind offenkundig 
auf zu hohe Verdiinnung zuriickzufiihren, denn es gelingt leicht in Ver- 
diinnungen Priizipitation 2u erzielen, in denen die meisten EiweiBreaktionen 
versagen. Bei héchster Konzentration der Antikérper, d.i. im Prizipitat, 
finden wir in Ubereinstimmung mit den genannten Untersuchern stets EiweiB 
als Hauptbestandteil. — Die von Huntoon (a. a. 0.) beobachtete Resistenz 
der Antikérper gegen Trypsin epricht nicht gegen ihre Globulinnatur, denn 
Huntoon hat sehr geringe Mengen Trypsin einwirken lassen; er vermag 
nachzuweisen, dab Casein unter den von ihm eingehaltenen Bedingungen 
weitgehend gespalten wird und erwartet ein gleiches Verhalten von anderen 
Proteinen; wir konnten jedoch zeigen, daB das normale Serumglobulin viel 
resistenter istals Casein und unter den von Huntoon angegebenen Bedingungen 
nicht oder nur zum kleinsten Teil von Trypsin zerstért wird. Auf Grund dieser 
Versuche kann bloB geschlossen werden, da8 der Antikérper sicher keinen dem 
Casein aihnlichen Bau hat, daB er aber denSerumglobulinen wohl gleichen kann. 


Die weitgehende Abhnlichkeit der physikalischen und che- 
mischen EKigenschaften desAntikérpers und des Serumglobulins 
laBt eine A4hnliche Entstehung beider Substanzen vermuten. 
Leider sind wir iiber die Bildung der Globuline im Organismus 
nur schlecht unterrichtet. Sie entstehen, wie alle Proteine des 
Organismus, aus den im Darm aus Nahrungseiweif gebildeten 
Aminosiuren. Ihre Bildung erfolgt anscheinend in den Ké6rper- 
zellen (Berger'), nicht im Blute selbst, denn durch Blutentzug 
kann man eine Ausschwemmung der Globuline aus den zelluliren 
Depots in das Blut provozieren. Zwischenprodukte des Globulin- 
aufbaues lieBen sich bisher nicht isolieren. — Das aus unspezifischen 
Bausteinen entstandene Globulin hat stets artspezifischen Cha- 
rakter. — Uber den Untergang, die physiologische Abniitzung der 
Globuline wissen wir nichts. Wie bei anderen Proteinen, z. B. 
dem Hamoglobin, diirfte auch bei den Globulinen ein derartiger 
Abbau erfolgen. 

Wir nehmen nun an, daB die Antigene in den eben be- 
schriebenen Mechanismus der Globulinbildung eingreifen. 
Man kénnte zunichst daran denken, daf die eingebrachten Antigene 
normale Globuline in Antikérper umwandeln. Gegen diese An- 
nahme sprechen jedoch zahlreiche wichtige Griinde. 

1. Die bekannten Antigene besitzen stabile, wenig reaktions- 
fahige Molekiile; es ist vom chemischen Standpunkt aus ganz 
unwahrscheinlich, daB deren schwache Restvalenzen ausreichen, 
um die Struktur der normalen Globuline bleibend zu iindern. 


) Z. exper. Med. 28, 1 (1922); ferner Morawitz, Hofmeisters Beitriige 
7, 153 (1906). 
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2. Bringt man in vitro Antigene und Serum zusammen, so 
bilden sich niemals Antikérper. 


3. Die fiir jeden ImmunisierungsprozeB typische Inkubations- 
zeit miBte um so kiirzer werden, je gréBer die Menge des ein- 
gebrachten Antigens ist. Dies ist, wie Landsteiner?) in einer 
iihnlichen Diskussion betont hat, nicht der Fall. 


Die Unwahrscheinlichkeit einer direkten Wirkung der Antigene 
im Organismus hat Ehrlich zu der Annahme gefiihrt, daB kleine 
Mengen Antikérper im Organismus priformiert seien und daB die 
Injektion des Antigens bloB eine Steigerung der normalen Anti- 
kérperbildung bewirke, eine beschleunigte Regeneration derselben, 
eine Sekretion ins Blut. Diese Vorstellung konnte solange be- 
friedigen als nur eine kleine Anzahl natiirlicher Antigene bekannt 
war. Nach den Arbeiten Landsteiners und seiner Mitarbeiter 
gelingt es jedoch eine nahezu unbegrenzte Anzahl kiinstlicher 
Antigene vom 'ypus der Azoproteine herzustellen, Antigene, die 
in der Natur niemals auftreten. Es ist unvorstellbar, daB der 
Organismus fiir Tausende derartiger kiinstlich erzeugbarer Stofte 
stiindig Antikérper erzeugt. 


Wir vermuten, daB die Antigene schon in einem friheren 
Stadium des Globulinbildungsprozesses stérend ein- 
greifen, in jenem Stadium, in dem die unspezifischen 
Bausteine(Aminosiuren, Peptide) zum spezifischen Globulin- 
molekil zusammentreten. Unter dem EinfluB des Antigens 
werden sich die Bausteine des Globulins in neuartiger Weise ver- 
kniipfen und an Stelle des normalen Globulins wird ein Globulin 
besonderen Baues, der Antikérper, entstehen. Die meisten Forscher 
vertreten zur Zeit die Ansicht, daB die Ablagerung der Antigene 
und die Bildung der Antikérper in den Zellen des Reticuloendothels 
erfolge. Unsere Auffassung fiihrt zu dem Schlu8, daB am gleichen 
Ort die physiologische Regeneration der Globuline vor sich geht. 
Unseres Wissens steht dieser Schlu8 mit keiner experimentellen 
Beobachtung im Widerspruch. Die Bildung von Antikérpern wire 
danach kein besonderer eigenartiger Vorgang, sondern nichts anderes 
als eine Bildung von Globulinen unter besonderen durch das 
Antigen bedingten Verhiltnissen. 


Unsere Auffassung steht in Ubereinstimmung mit mehreren wichtigen 
Beobachtungen der Immunititslehre: 





1) Wien. klin. Wochenschr. 22, 47 (1909). 
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1. Mit der Beobachtung von Orcutt und Howe’), daB Antikérper 
beim wachsenden Kalb erst von jenem Zeitpunkt an beobachtet werden, an 


dem Globuline im Blut auftreten. Vor diesem Zeitpunkt bildet das Tier 
keine Antikérper. 

2. Da nach unserer Auffassung das Antigen nicht auf ausgebildete 
Globulinmolekiile einwirkt, sondern in den Mechanismus der Globulinbildung 
eingreift, ist es verstiindlich, daB in vitro niemals Antikérper entstehen. 

8. Das Eingreifen der Antigene in den Bildungsproze8 der Globuline 
macht das Auftreten der Inkubationszeit verstiindlich. Denn die Bildung 
des Antikérpers bzw. Globulins aus den Aminosiuren erfordert eine gewisse 
Zeit. Es ist verstiindlich, daB diese Zeit von der Menge der eingebrachten 
Antigenmolekiile nicht direkt abhingt. 

4, Es wurde oben erwihnt, daB die Antigene stabile Molekiile besitzen 
die zu chemischen Umsetzungen nur wenig neigen. Auf Grund unserer 
Annahme muB jedoch gefordert werden, daB sie jene schwachen Restvalenzen 
besitzen, die notwendig sind, um die zum Globulinmolekiil zusammentretenden 
Aminosiéuren in eine bestimmte Lage zu bringen. Tatsichlich enthalten die 
zahlreichen von Landsteiner und seinen Schiilern untersuchten Antigene 
solche Gruppen mit Restvalenzen (COOH, NH,, SO,H u. a.), wihrend Gruppen 
apolarer Natur, denen solche Restvalenzen fehlen (Paraffinketten, aromatische 
Ringe) ohne antigene Wirkung sind.*?) Unter Restvalenzen werden hier 
jene schwachen Krifte verstanden, die an Phasengrenzen, z. B. an der 
Grenze Wasser—Ol, eine Orientierung der Molekiile verursachen. 

FaBt man die Antikérper als Globuline besonderen Baues 
auf, so erhebt sich die Frage: ,,Wodurch unterscheiden sich die 
Antikérper von den normalen Globulinen?** Da die chemische 
Bruttoanalyse eine gleiche oder sehr ahnliche Zusammensetzung 
fir Antikérper und Globuline ergibt, kann der Unterschied 
wohl nur in der Gruppierung der Aminosiuren liegen, in ihrer 
riumlichen Stellung im Molekiil. 

Auf Grund der modernen physikalisch-chemischen Theorien 
kénnte man etwa das folgende Bild entwerfen. Die Zellen, in 
denen die Globuline entstehen, haben ein besonders artspezifisches 
Geriist. Die verschiedenen Aminosiiuren, die zum Molekiil des 
Globulins zusammentreten, erfahren durch die Restvalenzen be- 
stimmter Gruppen dieses Geriistes Anziehung oder AbstoBung, 
werden also polar orientiert und dadurch spezifisch gruppiert. 
Durch die Ablagerung von Antigenteilchen im Zellgeriist treten 
neue Gruppen mit Restvalenzen auf; es iindern sich daher die die 
Aminosauren orientierenden Krifte. Die Globulinbausteine werden 
durch diese Krifte, wie wir annehmen, in einer ungewdhnlichen 
Stellung fixiert und behalten dieselbe im neugebildeten Globulin 


(Antikérper) bei. 





1) J. of exper. med. 36, 291 (1922). 
*) Adant, C. r. Soe. Biol. 103. 539 (1930). 
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Da die Fixation nur in der Weise erfolgen kann, da8 sich jene Gruppen 
der Aminosiiuren dem Antigen zuwenden, die eine starke Affinitat zu seiner 
wirksamen Gruppe besitzen, so wird auch im ausgebildeten Autikérper eine 
starke Affinitiit zur wirksamen Gruppe des Antigens bestehen. Wir ver- 
weisen auf die Versuche Wormalls') an halogeniertem Tyrosin und Eiweib, 
der vor uns zu &hnlichen Schliissen kam. Unter den Aminosiuren des 
Globulins diirften jene die stiirkste Ablenkung durch das Antigen erfahren, 
die Gruppen mit starken Restvalenzen besitzen, z. B. Cystin mit der S-S- 
Gruppe, T'yrosin mit der OH-Gruppe. 

Da das Antigen nur einen Teil der Globulinbildungsstitten besetzen 
diirfte, ist anzunehmen, da8 nach Injektion eines Antigens auch weiterhin 
vorwiegend normale Globuline entstehen, neben einer kleineren Menge von 
Antikérpern. Die entstandenen Antikérper werden wohl, so wie die nor- 
malen Globuline, allmablich ihren Zusammenhang mit dem Zellgeriist ver- 
lieren und in das Blut iibertreten. Das an der Zelle haftende Antigen bliebe 
auch weiterhin wirksam und wiirde zur Bildung neuer Antikérper AnlaB 
geben, solange es nicht selbst zerstért oder aus der Zelle entfernt wird. 


Das soeben entworfene Bild mag in EKinzelheiten modifizier- 
bar sein. Wichtig scheint uns blo& der SchluB: ,Antikérper 
sind Globuline, die unter dem stérenden EinfluB ein- 
gedrungener Antigene an Stelle der normalen Globuline 


gebildet werden.“ 


2. Zur Reaktion zwischen Antigen und Antikérper, 

Das von Lipoiden und ldslichen Salzen befreite Prizipitat 
enthilt nach unseren Analysen neben etwa 10°/, Asche 6—24°/, 
Himoglobin und 66—84°/, Globulin. Nimmt man das Molekular- 
gewicht des Himoglobins auf Grund der besten bekannten 
Messungen zu 68000 an und jenes des Globulins zu 103000 
(Svedberg), so kommen auf ein Molekiil Himoglobin im Prizi- 
pitat 2—9 Molekiile Globulin. 

Die Priizipitinreaktion wird nach Ehrlich, Arrhenius u.a. 
als Reaktion zwischen Antikérper (4) und spezifischem Antigen (5) 
aufgefaBt und soll nach Gleichung 1 verlaufen. 
1) mA+nS=4 58. 


Fiir die Flockung des Hamoglobins durch homologes Serum kénnen 
wir diese Gleichung nicht bestitigen. 

So zeigt Tabelle II, daB aus einem Ansatz von 20 cem Serum und 
200 ecm Hiimoglobin 1: 20000, d. i. 10 mg Himoglobin, nur 6,8 mg Priizipitat 
ausfallen, in denen 0,43 mg Hiimoglobin enthalten sind. Die iiberstehende 
Lésung enthilt noch 9,6 mg Himoglobin und einen Uberschu8 von Anti- 
kérper, denn auf Zusatz weiterer Mengen Himoglobin fillt ein zweites 
Priazipitat aus. Wenn in der itiberstehenden Fliissigkeit diese relativ hohen 
Mengen Antigen und Antikérper enthalten sind, so bedeutet dies nach dem 


1) J. of exper. med. 51, 295 (1980). 
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Massenwirkungsgesetz, daB die Verbindung beider Stoffe entweder stark 
dissoziiert oder leicht léslich ist. Beides trifft nicht zu; denn das Priizipitat 
ist weder in 1°/,iger NaCl-Lésung léslich, noch auch in einer Hiimoglobin 
enthaltenden Lésung, wie im experimentellen Teil gezeigt wurde. Wir finden 
hier also andere Verhiiltnisse als Heidelberger (a. a. O.), der nachweisen 
konnte, daB das Prazipitat aus spezifischem Kohlehydrat des Pneumococeus 
Typ III im Uberschu8 des Antigens ldslich ist. 

Unsere Ansitze enthalten ein praktisch unlisliches und un- 
dissoziiertes Prizipitat, gleichzeitig hohe Mengen Hamoglobin und 
Antikérper in der iiberstehenden Liésung. Dies ist mit Glei- 
chung 1 nicht vereinbar. Der Fehler der Gleichung 1 wie auch 
anderer ahnlicher in der Literatur diskutierten Gleichungen scheint 
uns darin zu liegen, daB stets von der Annahme ausgegangen 
wird, der Antikérper sei in Wasser lislich. Tatsiichlich ist jedoch 
der Antikérper in Wasser unldéslich, unabhiingig davon, ob man 
ihn mit den Globulinen identifiziert oder nur als ihren Begleiter 
ansieht. Er wird durch Salze in Lésung gehalten und fallt wie 
die Globuline aus, wenn man die Salze durch Dialyse entfernt. 
Die Prazipitinreaktion darf also nicht als Fiallungsreaktion zwischen 
zwei léslichen Substanzen angesehen werden. Sie ist eine Reaktion 
zwischen Antigen und ldslicher Salzverbindung des unldéslichen 
Antik6érpers. 

Fiir die Prizipitation diirften daher die Salze von Bedeutung 
sein, da sie die Léslichkeit des Antikérpers beeinflussen; Land- 
steiner und Welecki') konnten den hemmenden EinfluB der 
Salze auf die Reaktion zwischen Antigen und Antikérper am Bei- 
spiel der Agglutination deutlich demonstrieren. Es ist méglich, 
daB durch das Antigen die Salze von der Oberfliiche des Anti- 
kérpers verdriingt werden und da8 dieser Vorgang eine der Ur- 
sachen der Priazipitation ist. — Im Serum kénnen neben den 
Salzen auch die Albumine die Prizipitation hemmen, durch die 
von ihnen ausgehende Schutzkolloidwirkung (Klopstock?). — Die 
Prizipitinreaktion kann ferner dadurch kompliziert werden, dab 
Antigen oder Antikérper mehrere wirksame Gruppen im Molekiil 
enthalten und daher mehrere Molekiile des im UberschuB vor- 
handenen Bestanditeiles binden. Angesichts dieser Komplikationen 
erscheint es uns miiBig, die Reaktionskonstanten fiir die Priizipitin- 
reaktion zu berechnen. Dies wird nur unter besonders einfachen 
Bedingungen an gereinigten Substanzen méglich sein. 





') Zs. f. Immunitiitsforschung 8, 397 (1907). 
2) Dtsche med. Wochenschr. 50, 1171 (1924). 
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Bemerkungen 
zur Mitteilung von Angermann und Bielschowsky: 
Zur Frage der Spezifitat der von Dische angegebenen 
Farbreaktionen fiir die Purin- und Pyrimidinnucleoside 
der Thymonucleinsaure.’) 
Von 
Zacharias Dische. 


(Aus dem Institut fir angewandte medizinische Chemie der Universitat Wien.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Juli 1930.) 


Zu der Mitteilung von Angermann und Bielschowsky 
moéchte ich folgendes bemerken: 

I. Die Autoren geben an, sie hitten meinen Befund, daB die 
Diphenylaminoreaktion der Thymonucleinsiure nach Le- 
venespaltung verschwinde, nicht bestatigen kénnen. Dies 
diirfte darauf beruhen, daB Angermann und Bielschowsky 
bei der Ausfiihrung der Reaktion anders vorgegangen sind, als 
ich es getan habe. Sie arbeiteten mit '/,°/,igen Lésungen, wihrend 
ich 5—10 mal schwichere benutzte und erhitzen vor allem 1/, Stunde 
in siedendem Wasserbade, statt nur drei Minuten, wie ich es in 
meiner Mitteilung als am zweckmifigsten angegeben habe. Bei 
meinem Verfahren zeigen Lésungen von Thymonucleinsaiure nach 
Levenespaltung keine deutlich erkennbare Reaktion, wihrend vor 
der Spaltung eine intensive Blaufairbung auftritt. Ich habe keines- 
wegs in meiner fritheren Mitteilung behauptet, daB das pyrimidin- 
gebundene Kohlehydrat die Diphenylaminoreaktion nicht gebe. 
Vielmehr habe ich die Méglichkeit zugegeben, daB die festere 
Bindung des Kohlehydrates an die Pyrimidine das Zutagetreten 
der Reaktion verhindern kénnte. Auf die Verschiedenheit der 
Kohlehydrate der Purin- und Pyrimidinnucleotide schloB ich aus 
dem Verhalten der Carbazolreaktion, und nicht der Diphenyl- 
aminoreaktion, nach der Levenespaltung. 

II. Nun untersuchten Angermann und Bielschowsky unter 
anderem auch das Verhalten des Thymosins bei der Carbazol- 
reaktion und fanden, daB es einen anderen Farbton dabei auf- 
weist als die intakte Nucleinsiure. Offenbar haben sie auch fest- 
gestellt (ohne es ausdriicklich zu bemerken), daB auch die Inten- 
sitiit der Reaktion, auf iquivalente Mengen bezogen, beim Thymosin 


1) Diese Z. 191, 123 (1930). 
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viel geringer ist, als bei der Nucleinsiure, denn sie kummen zum 
SchluB (zu dem ich fiir das puringebundene Kohlehydrat der 
Thymonucleinsiure gekommen war): da die Carbazolreaktion 
der Thymonucleinséiure im wesentlichen nicht auf das 
Kohlehydrat der Pyrimidinnucleoside zu beziehen sei. 
Um ihr Auftreten zu erkliren, nehmen sie an, daB die iibrigen 
Bestandteile der Thymonucleinsiure ebenfalls auf Carbazol und 
H,SO, reagieren und so die intensive Farbreaktion der ‘Thymo- 
nucleinsiure zustandekomme. Diese Annahme der Autoren ist 
nun sicher unrichtig, wie sich aus folgenden Tatsachen ergibt: 

a) Die Hefenucleinséure, die bis auf das Kohlehydrat 
und das Thymin dieselben Bestandteile enthilt wie die Thymo- 
nucleinsdure, zeigt bei der Carbazolreaktion eine etwa 35 mal 
schwiichere Farbe als die aiquivalente Menge Thymonucleinsiiure. 
(Ich erhitze das Reaktionsgemisch immer 2 Minuten im Wasserbade.) 

b) Wird eine 3/,°/,ige Lésung von Thymonucleinsiure in 
n-H,SO, durch 3 Stunden im Autoklaven bei 135° erhitzt, so 
wird nach Feulgen das gesamte Kohlehydrat unter Bildung 
von Livulinsiure zerstért, wihrend die iibrigen Bestandteile zum 
gréBten Teil erhalten bleiben. Ein solches Hydrolysat zeigt nun 
nicht die geringste Rotfarbung bei der Carbazolreaktion, wihrend 
schon 20mal schwichere Lésungen von intakter Thymonuclein- 
siure eine intensive Farbreaktion aufweisen. Damit erscheint 
einwandfrei erwiesen, da nicht die itibrigen Bestandteile 
der Nucleinsiure auBer dem Kohlehydrat die Carbazol- 
reaktion bewirken. Wenn Guanin und Thymin erst in ?/,°/,- 
iger Liésung eine schwache rosa Farbe zeigen, so hat das fiir die 
hier erérterte Frage keine Bedeutung. DaB aber das oben er- 
wihnte zuckerfreie Hydrolysat der ‘’hymonucleinsiure auch die 
Carbazolreaktion der Zucker nicht verstirkt, habe ich durch 
Zusatzversuche festgestellt. 

II]. Wenn aber weder das Kohlehydrat der bisher be- 
kannten Purin- und Pyrimidinnucleoside noch die iibrigen 
Bestandteile zur Erklarung des Verhaltens derselben bei der 
Carbazolreaktion herangezogen werden kénnen, so bleibt nur noch 
folgende Erklirung iibrig: die Priparate der Thymonucleinsiure 
enthalten einen Kiérper ganz unbekannter Konstitution, 
der alkoholunléslich ist, durch Erhitzen mit n-H,SO, bei 135° 
zerstért wird und eine weit intensivere Carbazolreaktion als irgend 
ein bekanntes, in tierischen Organen vorkommendes Kohlehydrat 
aufweist. 
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Moglichlicherweise besitzt der Kérper die Struktur eines 
Nucleotides. 

Dieses bisher unbekannte Nucleotid wiirde eben das Kohle- 
hydrat enthalten, welches die Carbazolreaktion der Thymonuclein- 
siure bewirkt. 

Auf die letztere Méglichkeit habe ich schon in meiner Mit- 
teilung iiber die Diphenylaminreaktion hingewiesen. Das Vor- 
kommen von Nucleotiden in den tierischen Organen, die zwar 
die Carbazolreaktion, nicht aber die Diphenylaminreaktion (bei 
nur 3%/, Minuten dauerndem Erhitzen!) geben, kénnte erkliren, 
warum man bei Bestimmung der Thymonucleinsdiure mit Hilfe 
der Diphenylaminreaktion in manchen Organen (nicht allen!) be- 
deutend tiefere Werte erhilt, als es bei der Bestimmung auf 
Grund des Nuclein P uud des Purin N (nach Abzug des auf die 
pentosenhaltigen Nucleins entfallenden Anteils) der Fall ist. 

In diesem Zusammenhange méchte ich nun mitteilen, dab, 
wenn man tierische Organe (Leber, Niere) mit 5°/,iger Trichlor- 
essigsiure extrahiert und so von der Hauptmasse der Kohlehydrate 
befreit, den Riickstand durch ganz kurzes Erhitzen mit 2°/,iger 
NaOH im siedenden Wasserbade restlos auflést und durch Hin- 
zufiigen von HCl im Uberschu8 zur Lisung die Hauptmasse der 
KiweiBkérper und fast die gesamte Thymonucleinsiure ausfallt, 
im Filtrat zwar keine Diphenylaminoreaktion aber eine inten- 
sive Carbazolreaktion auftritt. Zwar enthilt das Filtrat noch 
etwas gebundene Hexose und Pentose (Guanylsiure), aber ihre 
auf anderem Wege bestimmte Menge reicht nicht aus, um die 
Intensitait der Carbazolreaktion im Filtrat zu erkliren; und es 
liegt nahe, anzunehmen, daB sich in dem Filtrat ein Zucker be- 
findet, der sich von allen nach unseren bisherigen Kenntnissen 
in tierischen Organen vorkommenden Zuckern durch besonders 
intensive Carbazolreaktion auszeichnet. 

Selbstverstiindlich habe ich mich durch Zusatzversuche mit 
Glykogen, Glucose, Mannose und Hefenucleinséure iiberzeugt, 
daB in dem betreffenden Filtrat keine Substanz enthalten ist, die 
die Carbazolreaktion dieser Zucker verstiirkt. Die Carbazolreaktion 
dieser Organfiltrate ihnelt im Farbton und azeitlichen Ablauf 
wiihrend des Erhitzens derjenigen der Thymonucleinsiure und es 
ist die Méglichkeit nicht von der Hand zu weisen, daB in den 
oben erwihnten Filtraten ebenfalls derjenige Kérper enthalten 
ist, der die Carbazolreaktion der Thymonucleinsiure bewirkt. 
Mit der niiheren Untersuchung dieser Frage bin ich beschiftigt. 
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Uber den kiinstlichen Aufbau der Knochen und der Zahne. 
I. Mitteilung: 


Darstellung von Glykokoll-Hexolsalz 
bzw. Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat. 


Von 
Th. Gassmann, Ziirich-Vevey. 





(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1930.) 


Die chemische Untersuchung’) von Knochen und Zihnen, ins- 
besondere der Nachweis”) des Phosphatocalciumcarbonates 


,[OPO*%Ca’ 
I oa Ca 
OPO*%Ca; 
in diesen Geweben und die kiinstliche Darstellung*) desselben, 
des Hauptbestandteiles der Knochen und der Zahne erméglichten 
es, den Knochen- und Zahnbau in seinen Grundziigen synthetisch 
weiter zu verfolgen. Hierbei war vor allem aus die Frage zu 
entscheiden ob die organische Substanz dieser Gewebe mit obiger 
nur aus anorganischen Bestandteilen aufgebauten Verbindung 
héherer Ordnung chemisch verbunden oder nur gemengt ist. 
Um den kinstlichen Aufbau der Knochen und der 
Zihne moglichst gleichartig, wie er sich im Organismus 
vollzieht, durchzufiihren, versuchte ich zuerst in Anlehnung 
an die Pfeifferschen*) Amphisalze, die durch Addition von 
Neutralsalz an Aminosiure entstehen, eine Verbindung von Glyko- 
koll mit dem Hexolsalz 


HO.) 
Il cC ea} 





J CO% 


~. 
. 








) Gassmann, Diese Z. 55, 455 (1908); 70, 161 (1910); 83, 403 (1913). 
*) Gassmann, Diese Z. 90, 250 (1914). 

8) Gassmann, 178, 62 (1928). 

*) Diese Z. 81, 829 (1912); 85, 1 (1913). 
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herbeizufiihren. Zu diesem Zweck lie ich auf Calciumoxyd in 
Natureiswasser geléstes Glykokoll im Verhiltnis von 1 Molekiil 
Hexolsalz auf 2 Molekiile Glykokoll einwirken. Vorausgeschickt 
sei hierbei, daB8 bei der bloBen Einwirkung von filtrierten Natur- 
eiswasser auf Calciumoxyd an der Luft sich anfanglich zumeist 
ein primires Hexolcarbonat 


HO. HCO* 
III cal ca)} 
HCo* 


bildet, das ich dann durch Kochen') mit destilliertem Wasser ins 
sekundire Carbonat 


iiberfiihren konnte. Zutreffenderweise zeigt auch das mit Glyko- 
koll dargestellte Glykokoll-Hexolsalz dasselbe Verhalten, nur mit 
dem wichtigen Unterschied, da8 an Stelle von destilliertem Wasser 
Natureiswasser verwendet wird, das schon bei Erwarmen 
auf 3883—40° bzw. bei Kérperwirme denselben ProzeB, die 
Uberfihrung des primarenins sekundire Carbonat bewirkt. 
In gleichem Sinne kommt ihm auch infolge seines Phosphor- 
gehaltes ein groBer KinfluB auf die Kinlagerung der Phosphorsdure 
bzw. von Tricalciumphosphat ins Hexolsalz zu, auf was ich spater 
noch zuriickkommen werde. 

Die Bildung?) von primarem Hexolsalz III erforderte es, daB zur 
Darstellung des Glykokoll-Hexolsalzes 


HO 
IV ca e+} Joo». cH, coon 
HO 


auf 1 Molekiil Hexolsalz 2 Molekiile Glykokoll angewendet werden 
muBten, wovon eines bei der Behandlung mit Natureiswasser zu- 
gleich mit der einen Kohlensiurekomponente entfernt wird. Her- 
vorgehoben sei noch, daB destilliertes Wasser in der Regel nur 
neutrales Calciumcarbonat liefert, hingegen Natureiswasser ohne 
Ausnahme konstant das Hexolsalz. Das auf diesem Wege er- 
haltene Glykokoll-Hexolsalz IV zersetzt sich in Wasser nicht und 


') Stoffangabe oben. 

*) Ich werde auf diese grundlegenden Bildungsvorgange des Hexolsalzes, 
die Kohlensiiureassimilation und Abdissoziation spiter bei Erérterung von 
Stérungen im Knochenbau noch eingehend zuriickkommen. Desgleichen 
auch itiber die Schwierigkeiten bzw. Stérungen bei der Einlagerung von 
Phosphorsiiure bzw. Tricaleciumphosphat. 
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dissoziiert auch kein Glykokoll ab. Wiirde nur ein Gemisch 
von Calciumsalz und Glykokoll vorliegen, dann wiirde selbst- 
verstindlich das Glykokoll mit Wasser vollkommen ausgelaugt 
werden, was nicht der Fall ist. In viel Wasser list sich die 
Gesamtverbindung IV in allerdings sehr kleinen Betriigen, etwa 
0,001 g pro Liter destilliertem Wasser, die beim Verdunsten des 
Wassers an der Luft sich allmihlich in pulveriger Form ab- 
setzen und die qualitativ die Reaktionen auf Calcium, Kohlensiure 
und Glykokoll mit geniigender Sicherheit wiedergeben. 

Auf Grund des Experimentes ist es demnach erwiesen, daf 
bereits die Hexolsalzstufe sich mit dem Glykokoll dauernd ver- 
bindet, wodurch die eingangs aufgeworfene Frage, ob die organische 
Substanz der Knochen und der Zihne mit dem Phosphatocalcium- 
carbonat chemisch verbunden ist, im Prinzip eigentlich schon in 
bestatigendem Sinne gelést ist. 

Zwecks weiterem Aufbau des Glykokoll-Hexolsalzes zu Glyko- 
koll-Phosphatocalciumcarbonat 


/{OPO0%Ca 1 
Vv oa | Ca } CO*.NH,-CH,-COOH 
OPO*Ca 

mittels Phosphorsiure war es notwendig, diese Saiure zuvor mit 
Ammoniak zu neutralisieren, da sonst die Carbonatgruppe des 
Hexolsalzes zersetzt wiirde. Als Phosphorsiure-Aufbaumaterial 
habe ich krystallisierte Orthophosphorsiure und Glucosephosphor- 
siiure verwendet. Letztere wurde mir in héchst dankenswerter 
Weise von Herrn Prof. C. Neuberg in Form ihres Saccharose- 
phosphorsaurem Calciums zur Verfiigung gestellt, das ich nach 
dem Verfahren von S.Sabetay und L. Rosenfeld’) zu Phosphor- 
siure”) abgebaut habe. 

Auf diesem Wege konnte ein Gebilde geschaffen werden, das 
dem eigentlichen Knochentypus entspricht, das zu der Annahme 
berechtigt, daB in Zukunft Knochen- und Zahnmodelle auf kiinst- 
lichem Wege dargestellt werden kénnen. Es beweist aber zugleich 
auch, daB das Phosphatocalciumcarbonat und die organische Sub- 
stanz der Knochen und der Zihne nicht als getrennt auftretende 
Bestandteile, als Gemisch figurieren, sondern als eine chemisch 
einheitliche, hochmolekulare Verbindung héherer Ordnung, womit 
die eingangs aufgeworfene Frage: ist die organische Substanz 

1) Biochem. Z. 162, 469 (1925). 

*) Nach bisher gemachten Beobachtungen ist es héchstwabrscheinlich, 


daB die Glucosephosphorsiure sich direkt am Aufbau des Glykokoll-Phos- 
phatocalciumearbonates beteiligen kann. 
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der Knochen und der Zahne mit dem Phosphatocalciumcarbonat 
chemisch verbunden oder nur gemengt? in ersterem Sinne, also 
bestitigend geldst ist. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von Glykokoll-Hexolsalz') bzw. von Glykokoll- 
Phosphatocalciumcarbonat V. 


a) Mittels Orthophosphorsiure. 


1 g fein pulverisiertes Calciumoxyd (aus Marmor?) werden 
in kleiner Krystallisierschale mit 20 ccm filtriertem Natureiswasser, 
in welchem 0,7 g krystallisiertes Glykokoll (etwas mehr als dem 
molekularen Verhialtnis 1:2 entspricht) gelést worden sind, iiber- 
schichtet und mittels des Sonnenlichtes vollkommen abgetrocknet, 
was etwa 5 Tage erfordert. Das hierdurch gebildete, primire 
Hexolsalz III wird mit 30 ccm filtriertem Natureiswasser bei 38 bis 
40° vollkommen’) eingedampft und das vollkommene Kin- 
dampfen unter erneuter Zugabe von 20 ccm Natureiswasser noch- 
mals wiederholt. 

Der Riickstand’), der das Glykokoll-Hexolsalz enthalt, wird 
zuerst mit 1,5 g Calciumoxyd und hernach mit einer in 30 ccm 
Natureiswasser erfolgten Auflésung von 2,55 g_ krystallisierter 





1) Um in diesem Riickstand das reine Glykokoll-Hexolsalz festzustellen, 
wird dasselbe vom Glase abgehoben, auf Ton getrocknet, sodann wihrend 
3 Stunden in 200 cem destilliertem Wasser digeriert, abfiltriert und 2mal 
mit destilliertem Wasser nachgewaschen, Das so gewonnene, reine Glykokoll- 
Hexolsalz wird mit dem Filter an der Luft getrocknet, und auf Ton neben 
Natronkalk, nachdem es durch Zerreiben des Filters abgehoben worden ist, 
im Exsiccator aufbewahrt. In viel destilliertem Wasser lést sich die Gesamt- 
verbindung IV in allerdings sehr kleinen Betrigen, etwa 0,001 g pro 1 Liter 
Wasser, die an der Sonne beim Verdunsten sich in pulvriger Form absetzen 
und qualitativ besonders beim Anreichern die Reaktionen auf Calcium, 
Kohlensiiure und Glykokoll mit geniigender Sicherheit wiedergeben. In 
Alkohol ist die Verbindung nicht léslich. Sie zeigt beim UbergieBen mit 
Wasser sehr deutliche, mit Lackmus und Silbernitratlésung nachweisbare 
alkalische Reaktion infolge der anwesenden Ca(OH),-Molekile. Analytisch 
erhilt man 3,8°/, N, was einem molekularen Verhiltnis von 1 Mol Hexol- 
salz : 1 Mol Glykokoll entspricht. 

*) Die im Handel erhiiltlichen Caleciumcarbonatpriparate zeigen in be- 
zug auf Léslichkeit in Eisessig ganz erhebliche Unterschiede. Marmor lést 
sich zumeist leicht, gefilltes Calciumecarbonat nur minimal in Eisessig. 

8) Der Wiirmegrad des zu verdampfenden Wassers soll nicht unter 
88—40° fallen, héhere Temperatur ist eher vorteilhaft. 
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Orthophosphorsiure belegt, die zuvor mit verdiinntem Ammoniak 
sorgfaltig neutralisiert wurde, so daB noch ein kleiner Uberschub 
von Ammoniak in der Fliissigkeit sich vorfindet. Die Fliissigkeit 
wird sofort bei 38—40°!) auf dem Wasserbad vollkommen ver- 
dampft und das vollkommene Verdampfen unter erneuter Zu- 
gabe von 20 ccm Natureiswasser wiederholt. 

Der Riickstand, eine am Glase festhaftende, kompakte Masse 
wird abgehoben und auf Ton an der Luft getrocknet. Man zer- 
kleinert die Masse im Achatmérser und digeriert sie zwecks Rein- 
darstellung 3 Stunden in 300 ccm destilliertem Wasser, filtriert 
und wascht 2mal mit Wasser nach. Der Riickstand, analysen- 
reines Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat, das am Filter klebt, 
wird mit diesem an der Luft getrocknet, abgehoben und im Ex- 
siccator neben Natronkalk aufbewahrt. 

Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat ist amorph, lést sich in 
Wasser und Alkohol nicht zum Unterschied von Glykokoll-Hexol- 
salz, das noch in Wasser eine gewisse, in engen Grenzen sich ent- 
wickelnde Léslichkeit zeigt. Von gréBter Bedeutung ist seine 
Nichtabspaltung von Glykokoll, eine Eigenschaft, die es 
selbst bei tagelangem und langerem Verharren in Wasser 
nicht verliert. 

Durch vorsichtiges Gliihen desselben unter Auwendung von 
kleinen, vom Wasser befreiten Mengen, etwa 0,01 g, erhalt man 
das korrespondierende Phosphatocalciumcarbonat, das analog wie 
friiher durch Erhitzen mit Bariumchlorid in den Apatit 


,{OPO0%Ca 
cad | Pn } Joe 
“\OPO°%Ca 


iibergeht. 

Beim UbergieBSen des Phosphatocalciumcearbonates mit Salz- 
siure entweicht lebhaft Kohlensaure. 

Analytisch kommt ihm dasselbe Verhiltnis 10 Ca:6 PO:CO® 
zu, wie ich es im Knochen und in den Zaihnen und bei dem mit 
Natriumphosphat kinstlich dargestellten Phosphatocalciumcarbonat 
festgestellt habe. 

Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat reprasentiert eine Ver- 
bindungsform von 1 Molekil Glykokoll mit 1 Molekil Phosphato- 
calciumcarbonat. 





1) Die Temperatur des zu verdampfenden Natureiswassers soll nicht 
unter 38—40° fallen; héhere Temperaturen sind eher vorteilhaft. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 4) 
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Analyse des Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonates V. 


Wasserbestimmung: 0,2622 g Substanz verloren bei 100—110° 0,0196 g 

Wasser. ; 
Fir 5H,O Ber. 7.46% H,O  Gef. 7,44°/, H,O. : 

Wasserfreie Substanz. 

0,1741 g Substanz gaben 0,0881 g CaO. 


0,1741 g » 0,1035 g Mg,P,0,. 

0,3205 g m .» 0,0125 g CO,. 

0,1828 g 1 » bei 19° nur 726 mm, 2 cem N. 
Ber, 36,19%/, Ca 51,58%, PO* 5,42°/, CO® 1,26, N 
oe 2M, » MM. » BB an a es ts © 


Zur restlosen Sicherstellung des Glykokoll-Gehaltes im Glykokoll- 
Phosphatealciumcarbonat habe ich diese Substanz mit in destilliertem 
Wasser aufgeschlimmtem Kupferoxyd (CuO) gekocht, die schén blaue Kupfer- 
Glykokoll-Lésung sofort filtriert, den Riickstand zweimal mit Wasser nach- 
gewaschen und die bei geniigender Konzentration gebildeten Krystalle 

NH, -CH,- COO C 
NH,+-CH,-COO~ a 
auf einen bei 100—110° getrockneten und gewogenen Filter bestimmt. 


2,002 g vom Salz V gaben 


NH, -CH,-COO- 
018 8 NH,-CH,-COO7>C# 


Ber. 6,78°/, Glykokoll Gef. 6,59°/, Glykokoll. (" 
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Darstellung von Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat V. 


b) Mittels Glucosephosphorsiure bzw. enzymatisch 
abgespaltener Phosphorsiure, 


Die Darstellung des Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonates 
ist die gleiche wie diejenige mit Orthophosphorsaiure. Da mir 
indes nicht geniigend Versuchsmaterial (Glucosephosphorsiaure) zur 
Verfiigung stand, so war ich gendtigt, kleinere Mengen desselben 
anzuwenden. 

Fiir die Darstellung des Glykokoll-Hexolsalzes wurden 0,28 g 
Calciumoxyd + 0,18 g krystallisiertes, in 15 com Natureiswasser 
aufgelistes Glykokoll, fiir die Darstellung des Phosphatocalcium- 
carbonates + 0,42 g, Calciumoxyd + 0,71 g in 20 ccm Natureis- ; 
wasser aufgeléste Phosphorsaure verarbeitet. 

Das so dargestellte Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat weist 
dieselben Eigenschaften, dieselbe Analyse wie das mit Ortho- J 
phosphorsiure gebildete auf, so daB ich, um Wiederholungen zu 
vermeiden, nur eine Analyse derselben folgen lasse, die gut mit 
der obigen iibereinstimmt. 
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Analyse des Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonates. 


0,2248 g Substanz verloren bei 100—110° 0,016 g Wasser. 
Fiir 5H,O Ber. 17,46°/, H,O Gef. 7,11°/, H,O. 


Wasserfreie Substanz. 
0,1215 g Substanz gaben 0,0613 g CaO = 35,97°/, Ca. 


0,1215g , 0,0725 g Mg,P,0, =51,44°/, PO. 
0,2214g ,, » 0,0085 g CO, =5,22°/, CO%. 
0,1523 g “ » bei 18° und 728mm, 1,8cem N =1,3°/, N. 


Betrachtungen tiber die Konstitution des Glykokoll- 
Phosphatocalciumcarbonates. 


Uber die Konstitution des Phosphatocalciumcarbonates habe 
ich mich bereits in einer friiheren Arbeit eingehend verbreitet. 
Dieselbe Beweisfiihrung trifft auch fiir die Konstitution des mit 
Glucosephosphorsiure bzw, mit Phosphorsiure und mit krystal- 
lisierter Orthophosphorsiure dargestelltem Phosphatocalciumcar- 
bonates zu, namlich: Gleiche Analyse, Nichtzersetzung desselben 
mit Eisessig und Uberfiihrung des von der organischen Substanz 
befreiten Phosphatocalciumcarbonates mit Bariumchlorid in den 
analogen Apatit VI. 

Um Wiederholungen zu vermeiden, verweise ich deshalb auf die 
diesbeziigliche Arbeit, hingegen sei doch noch mit Nachdruck hervor- 
gehoben, daB die Beweiskraft fiir die Existenz, fiir die EKinheit- 
lichkeit, fir die Konstitution des Phosphatocalciumcarbonates 
just durch seine Verbindung mit dem Glykokoll und durch die 
Kinlagerung von Phosphorsiure bzw. Phosphat in vermehrtem 


MaBe hervortritt. 
Im Glykokoll-Hexolsalz kann infolge des Vorkommens von 


OH 
Cac (yy -Molekiilen sehr deutlich die starke, alkalische 


Reaktion derselben mit Lackmus und besonders mit 
Silbernitratlésung unter Bildung von Silberoxyd nach- 
gewiesen werden. Auch das auf demselben Wege dargestellte 
Hexolsalz ohne Giykokoll (II) zeigt dieselben Reaktionen. Hexol- 
salze werden bekanntlich den Kinlagerungsverbindungen zugezahlt, 


folglich muB die Phosphorséure, wenn sie mit den Cac oy -Mole- 


kiilen in Reaktion tritt, ebenfalls eine Einlagerungsverbindung 
entstehen lassen, was durch das sofortige Verschwinden der 
alkalischen Reaktionen klar zum Ausdruck kommt. Auf 


5? 
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Grund obiger und noch folgender Erérterungen und auf Grund des 
Experimentes kann deshalb von einer etwaigen Ansicht, da8 hier nur 
eine Mischung von CaCO’, Ca,(PO‘),, NH,-CH,-COOH vorliege, 
nicht die Rede sein, um so mehr noch, als neutrales Calciumcar- 
bonat CaCO® gleichartig behandelt mit Glykokoll in keiner Weise 
eine Verbindung eingeht. Es ist also nur das Hexolsalz, das eine 
Verbindung mit Glykokoll liefert, ein fiir den Knochenbau auB8erst 
charakteristischer Vorgang. 

Die Absattigung der Haupt- und Nebenvalenzen des Zentral- 
atomes Calcium im (Glykokoll-Hexolsalz (I[V) bringt es mit sich, 
daB man geneigt ist, dem Glykokoll, das bereits schon in der 
Hexolsalz-Aufbauphase dauernd mit dem Hexolsalz verkuppelt 
ist — konstitutionell leicht nachweisbar, durch Nichtabspaltung 
des Glykokolls in Wasser, wahrend dasselbe sonst in freiem Zu- 
stande im Wasser leicht léslich ist — eine Additionsstelle am 
Carbonatrest zuzuweisen. In vermehrtem Ma8e spricht hierfir 
noch die nachtragliche Einlagerung von Tricalciumphosphat ins 
Glykokoll-Hexolsalz, die infolge der Absittigung der Haupt- und 
Nebenvalenzen im Glykokoll-Hexolsalz nur denkbar ist, wenn das 
Glykokoll am Carbonatrest haftet. Die definitive Entscheidung, ob 
das Glykokoll mittels des Stickstoffes oder des Carboxylrestes an den 
Carbonatrest gebunden ist, méchte ich noch fir spatere Unter- 
suchungen zuriicklegen, insbesondere als mit der weiteren Auf- 
bauméglichkeit durch Einlagerung von Glycerin- oder Glucose- 
oder d-Mannosephosphorsiure’), durch Aminierung dieser orga- 
nischen Kérper und Substitution des Ammoniak-Wasserstofies, 
was auch beim Glykokoll zutreffen kann, zu rechnen ist. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Die vorliegenden Hauptergebnisse, die den kiinstlichen Auf- 
bau der Knochen und der Ziahne in die Wege leiten, sind zu- 
sammengefaBt folgende: 

Nicht nur Natriumphosphat, wie friiher gezeigt worden 
ist, sondern auch mit Glucosephosphorsiure bzw. mittels der aus 
dieser durch enzymatischen Abbau gewonnenen Phosphorsiure, 
ebenso mittels Orthophosphorsiure konnte auf demselben Wege 
der Hauptbestandteil der Knochen und der Zihne 


1) Auf Grund einer von Irene Stephanie Neuberg und Clara Osten- 
dorf veréffentlichten Arbeit kann d-Mannosephosphorsiure kiinstlich dar- 
gestellt werden. Biochem. Z. 221, 154 (1930). 
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~-(OPO*Ca’ 
fea | >Ca }+}co: 
‘\OPO°Ca 

dargestellt worden, nur mit dem Unterschied, daB der Aufbau 
bei Kérperwirme (88—40°) durchgefiihrt wird. Mit dieser Ver- 
bindung konnte zu gleicher Zeit das Glykokoll zu der Ver- 
bindung 

OPO*Ca 


. 


~[OPO%Ca 
cx ( >Ca }+|co».xH,-cH,-cooH, 


verkuppelt werden. 
Vorgingig der Darstellung dieser Kérper konnte auch das 


Glykokoll-Hexolsalz 
HO. 
cal cs }}o0"-wH,-c,-COOH 
HO” 
gebildet werden, das zum Unterschied von Ersterem sich in 
kleineren Betrigen in destilliertem Wasser vhne Zersetzung lost. 

Sowohl beim Glykokoll-Phosphatocalciumcarbonat als auch 
beim Glykokoll-Hexolsalz kann das Glykokoll mit Wasser nicht aus- 
gelaugt werden, was fiir den Konstitutionsnachweis sowohl des 
Glykokoll-Hexolsalzes als auch des Glykokoll-Phosphatocalcium- 
carbonates von ausschlaggebender Bedeutung ist. 

Samtliche Aufbauoperationen werden am vorteilhaftesten in 
phosphorhaltigen Natureiswasser vollzogen, wodurch der nutramin- 
artige') KinfluB dieses oxydischen Phosphorstoffes beleuchtet wird. 

Die eingangs aufgeworfene, lingst strittige Frage: Ist die 
organische Substanz der Knochen und der Zihne mit dem Calcium- 
salz bzw. mit dem Phosphatocalciumcarbonat chemisch verbunden? 
ist nunmehr endgiiltig auf Grund sowohl der Darstellung des 
Glykokoll-Hexolsalzes als auch des Glykokoll-Phosphatocalcium- 
carbonates in bestatigendem Sinne gelist. 





1) Bezeichnung nach Herrn Prof. Abderhalden fir Vitaminartig 
(Lehrbuch der physiol. Chemie). 
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Eine Nitrostickstoffbestimmungsmethode nach Kjeldahl 
in aromatischen Verbindungen. 


Von 


M. Weizmann, J. Yofe und B. Kirzon. 


(Aus dem Laboratorium fir angewandte Chemie der Hebriischen Universitat, Jerusalem). 


(Der Redaktion zugegangen am 13. August 1930.) 


Die Bestimmung des Nitrostickstoffes nach Kjeldahl wurde 
von verschiedenen Seiten ausgearbeitet, ohne jedoch zu einer 
allgemeinen und einfachen Methode zu fiihren. 

Williams’) beschreibt eine nach Forster und Giinning?*) aus- 
gearbeitete Methode, bestehend in der Reduktion der Nitrogruppe in schwefel- 
saurer Lésung in Gegenwart von Salicylsiure mittels Natriumthiosulfat, 
dann Oxydation des Reaktionsproduktes mit Kaliumpermanganat bis zur 
vollkommenen Farblosigkeit und Destillation des Ammoniaks nach ge- 


niigendem Zusatz von Natronlauge. 
Fleury und Levatelier’) reduzieren die Stickstoffgruppe mittels 


Zinkstaub und Alkohol in Gegenwart von wiBriger Schwefelsiure, mit dieser 
Methode wurden Pikrinsaiure, m-Dinitrobenzol, Osazone und Phenylhydrazin 


mit Erfolg bestimmt. - 
Eine beachtenswerte Mikromethode fiir Nitroverbindungen ist von 


Elek Sobotka‘) beschrieben, wo ausschlieBlich Glucose als Reduktions- 
mittel benutzt wird. 

Wir fanden folgenden einfachen Weg, um Nitrostickstoff in 
aromatischen Verbindungen nach Kjeldahl! zu bestimmen, wobei 
die Methode auch fir Mikrobestimmungen verwendbar ist. 

In einem 100 ccm Kjeldahikolben wird die gut gereinigte 
und getrocknete Einwage der Substanz, welche 0,1 bis 0,2 g be- 
triigt, eingegeben, mit 5 ccm rauchender, stickstoffreier Schwefel- 
siure (Schwefelsiure fir Stickstoffbestimmung, 7°/, Anhydrid, 
Kahlbaum) wird der Kolben innen bespiilt, und das Ganze mit 


1) Jour, Franklin Inst. 147, 206 (1899). 

*) Lung u. Berl, Chem. techn. unters. Methoden, 7. Aufl. Bd. 2 S. 1267. 
8) Bull. Soe. Chim. 37, 330 (1925). 

*) Jour, Amer. chem. Soc. 48, 501 (1926). 
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2 g auf der technischen Waage eingewogenem Zinkstaub (che- 
misch rein, Kahlbaum) vorsichtig versetzt. 

Die Fliissigkeit erwirmt sich dabei stark, eine zu starke 
Erhitzung ist durch langsame Zugabe des Zinkstaubes zu ver- 
meiden; ein starker H,S-Geruch ist bald wahrzunehmen, zugleich 
beginnt eine stetige, aber langsame Entwicklung von Wasserstoff- 
blaschen. Der Kolben wird mit einem kleinen Trichter bedeckt 
und fiir mehrere Stunden, am besten iiber Nacht, sich selber 
iiberlassen. Dann werden einige Krystillchen von CuSO, und 
K,SO, zugesetzt und der Kolben iiber einer sehr kleinen Gas- 
flamme steigend erwirmt. Erst nach 5 bis 6 Stunden darf der 
Kolben mit voller Flamme erhitzt werden. Dies wird fortgesetzt 
bis zur volligen Entfarbung des Kolbeninhaltes, was 6 bis 20 Stunden, 
je nach der Substanz, dauern kann. 

Nach Erkalten wird der Kolben mit 10 ccm destilliertem 
Wasser innen gespiilt; nachdem man in ihn ein Stiickchen Lackmus- 
papier eingegeben hat, wird der Kolben mit dem Kiihler und 
Einleitungsrohr des Mikrokjeldahl-Apparats nach Abderhalden?) 
verbunden. In der Vorlage werden 10 bis 20 ccm n/10-Schwefel- 
siure mit einem Tropfen Dimethylrot eingegeben, dann wird 
33°/,ige Natronlauge durch das Kinleitungsrohr bei gelindem 
Saugen in den Reaktionskolben eingebracht, ein UberschuB von 
8 bis 10 ccm derselben Lauge wird noch zugesezt, und endlich 
10 ccm destilliertes Wasser, um einen zu friihen Ausfall von festen 
Bestandteilen zu verhindern. Der Kolben wird dann vorsichtig 
erhitzt und das Ammoniak wie gewodhnlich iiberdestilliert, bis 
sich rotes Lackmuspapier durch einen Tropfen des Destillats nicht 
mehr blaut. Der Inhalt der Vorlage wird dann mit n/10-Natron- 
lauge zuriicktitriert. 

StieBen wir auf Schwierigkeiten bei der Reduktion der Nitro- 
gruppe, so erwies sich, daB beim sofortigen Erhitzen der Substanz, 
nach der Zugabe von Zinkstaub und Schwefelsiure, ein Fehler 
veranlaBt wird, welcher von der unvollkommenen Reduktion ab- 
hingt. So ergab Nitronaphthalin (ber. 8,09°/, N) 
bei sofortigem Erhitzen oe ot oe ae . 1,8 °/9 Stickstoff 
bei Erhitzen nach 12 stiindigem Stehenlassen. . . . . 8,03, ™ 

Die Menge des zugesetzten Zinkstaubes muf mindestens das 
Vierfache der theoretischen Menge betragen; am besten gebe man 
immer 2 g Zinkstaub auf etwa 0,1—0,2 g Substanz, dies reicht 





1) Handb. der Biol. Arbeitsmethoden. 1. Aufl. Abt. I Teil 3 S. 417. 
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auch bei Pikrinsidure aus. 


uns 0,17 mg in je 2g. 


Durch einen blinden Versuch ist der 
Stickstoffgehalt des Zinkstaubes zu bestimmen; dieser betrug bei 











Name der Substanz 


O-Nitrophenol . . 


«-Nitronaphthalin . 


P-Nitrophenol ... 
Pikrinsiiure .... 





Einwaage | Stickstoff 

















in mg in mg 
198,5 19,92 
214,0 21,77 
100,5 10,02 
54,0 5,48 
94,5 7,59 
187,0 11,7 
97,0 17,71 
81,0 14,63 








Gefunden 


in °/5 





10,03 
10,17 
9,97 
10,15 
8,08 
8,08 
18,18 
18,06 





Stickstoff be- 
rechnet in °/, 
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Uber die Bedeutung gesittigter Sterine im Organismus.’) 
1. Mitteilung. 
Von 


R. Schénheimer, H. vy. Behring, R. Hummel und L. Schindel.’) 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 16. August 1930.) 


Noch vor kurzer Zeit galt es als Tatsache, daB im tierischen Organismus 
von allen Sterinen nur Cholesterin vorkommt. Lifschitz glaubte annehmen 
zu kénnen, daB in einigen Organen noch ein oxydiertes Cholesterin (das sog. 
Oxycholesterin) vorhanden sei. G. Bischoff*) konnte spater nachweisen, 
daB dieses Oxycholesterin durch Erhitzen an der Luft bei der Aufarbeitung 
entstanden ist.) In neuester Zeit wurde von Windaus und Pohl das Ergo- 
sterin als kleine Beimengung von grofer biologischer Bedeutung gefunden. 
Andere Sterine sind bisher aus Geweben héherer Tiere nicht erhalten worden.°) 


Dagegen werden in den Exkreten Umwandlungsprodukte des 
Cholesterins gefunden. Von Bondzynski und Humnicki®) 
ist erstmalig aus den Faeces des Menschen das sog. Koprosterin 
isohert worden, bei dem sich herausstellte, da’ die Doppel- 
bindung des Cholesterins in diesem Kérper abgesittigt ist. Die 
nihere Untersuchung dieser Substanz durch Windaus und 
Uibrig’) ergab, daB dieses Rohkoprosterin ein sehr schwer trenn- 
bares Gemisch zweier Isomeren von verschiedenen Eigenschaften 


1) Vgl. die vorlaufige Mitteilung in ,,Naturwissenschaften‘‘, 18, 156 
(1930). 

2) Mit besonderer Mitarbeit von Frl. K. Haager. 

3) Z. f. exp. Med. 70, 83 (1930). 

*) Wir kénnen diese Angaben von Bischoff voll bestatigen (vgl. spater). 
Keines unserer zahlreichen Sterinpraparate, die wir zu anderen Zwecken aus 
fast allen Organen isoliert haben, gibt die Oxy-Cholesterinreaktion, weil wir 
bei der Darstellung natiirlich nie an der Luft erhitzt haben. 

5) Das Metacholesterin von Lifschiitz ist von Windaus als ein un- 
reines Cholesterin erkannt worden [Diese Z. 109, 183 (1920), 115, 258 (1921)). 

*) Diese Z. 22, 396 (1896/97). 

7) Ber. chem. Ges. 48, 862 (1915). 
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auch bei Pikrinsiure aus. 


Durch einen blinden Versuch ist der 


Stickstoffgehalt des Zinkstaubes zu bestimmen; dieser betrug bei 
uns 0,17 mg in je 2g. 








Name der Substanz 


O-Nitrophenol . . 


«-Nitronaphthaliv . 


Pikrinsiiure .... 


P-Nitrophenol ... 











Einwaage | Stickstoff 
in mg in mg 
198,5 19,92 
214,0 21,77 
100,5 10,02 
54,0 5,48 
94,5 7,59 
137,0 11,7 
97,0 17,71 
81,0 14,63 














Gefunden | Stickstoff be- 
in °/, rechnet in °/, 
10,03 10.07 
10,17 , 

9,97 
10,15 10,07 
8,038 
sos |} (809 
18,18 
18,06 18,33 
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Uber die Bedeutung gesittigter Sterine im Organismus.’) 
1. Mitteilung. 
Von 


R. Schinheimer, H. vy. Behring, R. Hummel und L. Sehindel.’) 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14, August 1930.) 


Noch vor kurzer Zeit galt es als Tatsache, daB im tierischen Organismus 
von allen Sterinen nur Cholesterin vorkommt. Lifschiitz glaubte annehmen 
zu kénnen, daB in einigen Organen noch ein oxydiertes Cholesterin (das sog. 
Oxycholesterin) vorhanden sei. G. Bischoff*) konnte spater nachweisen, 
daB dieses Oxycholesterin durch Erhitzen an der Luft bei der Aufarbeitung 
entstanden ist.*) In neuester Zeit wurde von Windaus und Pohl das Ergo- 
sterin als kleine Beimengung von groBer biologischer Bedeutung gefunden. 
Andere Sterine sind bisher aus Geweben hoherer Tiere nicht erhalten worden.®) 


Dagegen werden in den Exkreten Umwandlungsprodukte des 
Cholesterins gefunden. Von Bondzynski und Humnicki®) 
ist erstmalig aus den Faeces des Menschen das sog. Koprosterin 
isoliert worden, bei dem sich herausstellte, da8 die Doppel- 
bindung des Cholesterins in diesem Korper abgesittigt ist. Die 
nihere Untersuchung dieser Substanz durch Windaus und 
Uibrig’) ergab, daB dieses Rohkoprosterin ein sehr schwer trenn- 
bares Gemisch zweier Isomeren von verschiedenen Eigenschaften 


1) Vgl. die vorlaiufige Mitteilung in ,,Naturwissenschaften‘‘, 18, 156 
(1930). 

2) Mit besonderer Mitarbeit von Frl. K. Haager. 

3) Z. f. exp. Med. 70, 83 (1930). 

*) Wir kénnen diese Angaben von Bischoff voll bestatigen (vgl. spiater). 
Keines unserer zahlreichen Sterinpriparate, die wir zu anderen Zwecken aus 
fast allen Organen isoliert haben, gibt die Oxy-Cholesterinreaktion, weil wir 
bei der Darstellung natiirlich nie an der Luft erhitzt haben. 

5) Das Metacholesterin von Lifschiitz ist von Windaus als ein un- 
reines Cholesterin erkannt worden [Diese Z. 109, 183 (1920), 115, 258 (1921)). 
®) Diese Z. 22, 396 (1896/97). 

7) Ber. chem. Ges. 48, 862 (1915). 
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ist, von denen tiberwiegend das sog. Koprosterin vom Schmp. 104° 
und relativ grofer Léslichkeit in organischen Lésungsmitteln vor- 
handen ist und auBerdem eine kleinere Menge von Dihydrochole- 
sterin vom Schmp. 141°, das kurze Zeit vorher von Willstatter 
und Mayer?) durch Hydrierung des Cholesterins mit Platin als 
Katalysator, dargestellt war. Dieses Dihydrocholesterin ist das 
direkte Hydrierungsprodukt des Cholesterins, wihrend das Kopro- 
sterin auSer der Besetzung der Doppelbindung mit Wasserstoff 
noch eine Stereoisomerie am Kohlenstoffatom 1  besitzt. Die 
Trennung dieser beiden Substanzen gelang durch die Uber- 
fiihrung in die nicht mit Digitonin fillbaren Isomeren, das 
é-Cholestanol und das Pseudokoprosterin, von denen sich das 
erstere erheblich schwerer bildet als das Pseudokoprosterin. 

In der vorliegenden Arbeit wird der Versuch unternommen, 
die Entstehung dieser beiden gesittigten Sterine im Tierorga- 
nismus zu verfolgen. 

Schon die ersten Untersucher nahmen an, da8 die Um- 
wandlung des Cholesterins in ,,Koprosterin’ durch die Faulnis- 
vorginge im Darm hervorgerufen wiirde, deren reduktive Eigen- 
schaften ja bekannt sind. In vitro ist aber diese Hydrierung 
durch Fiiulnisbakterien nicht gelungen (Bondzynsky und 
Humnicki’) u. a.). Wir haben diese Fdiulnisversuche sowohl 
aerob wie anaerob wiederholt, aber nicht, wie die friiheren Autoren 
Cholesterinkrystalle oder feine Suspensionen von Sterinen faulen 
lassen, sondern cholesterinhaltige Organe, wie Eier oder Gehirn.®*) 
Die aus den gefaulten Organen isolierten Sterine wurden nach 
der spiiter beschriebenen, empfindlichen Methode (vgl. 2. Mit- 
teilung) auf ihren Gehalt an gesittigten Sterinen untersucht 
und ergaben keine Umwandlung wihrend einer zweimonatlichen 
Fiiulnisperiode. 

Beispiel: Je 10 Eigelb werden mit Ringerlésung zu 2 Liter aufgefiillt, 
und mit Dickdarminhalt geimpft. Die eine Portion wird in eine Enghalsflasche 
mit doppelt durchbohrtem Stopfen mit Garungsréhrchen gebracht, das mit 
alkalischer Pyrogallollésung gefillt ist. Die iiber der Fliissigkeit stehende 


Luftschicht wird mit Stickstoff verdrangt. Die andere Portion kommt in 
mehrere Weithalsflaschen, die oft umgeschiittelt werden. Die Faulnisdauer 


war 2 Monate. 


1) Ber. chem. Ges. 41, 2199 (1908). 2) A.a. O. 

3) Vgl. Naturwissenschaften, a.a.O. Gleichzeitig sind von Bischoff 
und Beumer analoge Versuche veréffentlicht worden. Bioch. Z. 220, 154 (1930); 
222, 211 (1930). Beim Nachfaulen von Faeces konnten die Autoren aber 


eine Zunahme von gesattigien Sterinen beobachten. 
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Uber die Bedeutung gesattigter Sterine im Organismus. 


Mit Gehirn wurde analog verfahren. 
Die isolierten Sterine hatten einen Gehalt an gesittigten Sterinen: 




















Kigelb Gehirn 

ee 2,49/, 1,2°/, 

e Aerobe Faulnis. . . 2,2°/, 1,4/, 
Anaerobe Faulnis. . 1,9°/9 0,9°/, 


Die Differenzen fallen noch innerhalb ‘der Fehlergrenzen. 
Hierbei hatte aber nur ein positives Ergebnis beweisend 
sein kénnen, weil beim Ziichten die Bakterien ein ganz anderes 
Nahrmilieu haben als im Darm, und weil in vitro verschiedene 
Darmbakterien nicht wachsen. 

Man hat sich mehrmals mit der Frage beschiftigt, ob in den 
Faeces nur gesaittigte Sterine vorkommen (von den Untersuchern 
ist meist das Dibydrocholesterin nicht beriicksichtigt worden) 
oder ob auch zugleich Cholesterin ausgeschieden wird. Bond- 
zynski und Humnicki?) haben bereits eine Trennungsmethode 
angegeben, indem sie das Steringemisch aus Faeces bromierten 
und das in Petrolaither schwer lésliche Dibromid des Cholesterins 
zur Wagung brachten. Die Methode ist allerdings wegen der Lés- 
lichkeit des Dibromids nicht sehr exakt, immerhin konnten sie 
nachweisen, da auch nach tiiglicher Einnahme eines halben 
Grammes Cholesterin die Hauptmenge als Koprosterin in den 
Faeces erscheint und daB normalerweise nur sehr geringe Mengen 
von Cholesterin ausgeschieden werden. 

Wir gingen von der Arbeitshypothese aus, daB wenigstens 
ein Teil der mit dem Kot abgegebenen, gesiittigten Sterine schon 
in den Organen durch Hydrierung aus Cholesterin entsteht. 

Wir haben eine Methode der Trennung der ungesiittigten 
von den gesittigten Sterinen ausgearbeitet, die noch genau genug 
ist, um etwa 1°/, gesittigtes Sterin als Beimengung zum Chole- 
sterin aufzufinden und annihernd zu bestimmen (2. Mitteilung). 
Ks zeigte sich tatsichlich, da8 nicht nur alle aus tierischen Organen 
isolierten Sterine eine solche Beimengung besitzen, sondern daB 
sie auch in den Pflanzen anscheinend als stindige Begleiter un- 
gesittigter Sterine vorkommen (4. Mitteilung). Aus einigen mensch- 
lichen und tierischen Organen konnte dieses gesittigte Sterin 
isoliert und mit dem Dihydrocholesterin identifiziert werden; 
dagegen wurde Koprosterin in den Organen bisher nicht gefunden 
(3. Mitteilung). Da diese beiden gesiittigten Sterine nicht resor- 


1) Ava. O. 
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bierbar sind — in der Fistel des Ductus thoracicus beispielsweise, 
auch nach Fiitterung dieser beiden Substanzen nur reines Chole- 
sterin ohne nachweisbare Beimengung gesittigter Sterine ge- 
funden wurde (5. Mitteilung) —, mu8 geschlossen werden, da 
die Bildung des Dihydrocholesterins bereits in den Organen vor 
sich geht. An Hunden mit Darmfisteln konnte dann dere Nach- 
weis erbracht werden, da das Dihydrocholesterin zugleich mit 
Cholesterin durch die Darmschleimhaut sezerniert wird und im 
Darmlumen angereichert bleibt, wihrend der gréBte Teil des 
Cholesterins riickresorbiert wird (6. Mitteilung). Ein anderer, 
nicht ganz unwesentlicher Anteil gelangt mit dem Cholesterin 
der Galle in den Darm. Auch aus diesem Gemisch wird das 
Cholesterin riickresorbiert. 

Die Entstehung des Koprosterins mu8, solange nicht bessere 
Erklirungsméglichkeiten gegeben sind, der Darmfiulnis zu- 
geschrieben werden. 

Wir glauben damit, in dem Dihydrocholesterin ein inter- 
mediires Umwandlungsprodukt des Cholesterins gefunden zu haben. 
Die an einem Tage mit den Faeces ausgeschiedene Menge ist gering 
und diirfte niemals mehr als etwa 1/,—1/, der als Koprosterin aus- 
geschiedenen Sterinmenge betragen. Ofters scheint das Dihydro- 
cholesterin in den Faeces zu fehlen oder ist an Menge so gering, 
da8 es sich neben dem Koprosterin nicht mehr auffinden 1aBt. 

Wir wissen noch nicht, welche Bedeutung dieser inter- 
mediire Hydrierungsproze8 in der Natur hat.1) Unser Haupt- 
augenmerk wird der Frage zugewandt sein, welchen Stoffen der 
hierbei aufgenommene Wasserstoff entstammt. Urspriinglich, 
dachten wir, daB die Hydrierung des Cholesterins mit der De- 
hydrierung gesiittigter Fettsiuren im Zusammenhang steht. 
Nachdem sich aber zeigte, daB nur die relativ kleme Menge von 
Dihydrocholesterin als intermediires Hydrierungsprodukt in Frage 
kommt, nicht aber das Koprosterin, war diese Ansicht nicht mehr 
haltbar, denn die Menge der im Stoffwechsel stiindig dehydrierten 
Fettsiuren ist sicherlich nicht gering. Wir vermuten jetzt viel- 
mehr, daB8 die Bildung des Dihydrocholesterins mit der Entstehung 
hoch ungesittigter atherléshcher Substanzen zusammenfallt. 


1) Es ist vorerst nicht sicher auszuschlieBen, daB bei der Cholesterin- 
synthese im Organismus der Weg iiber das Dihydrocholesterin bzw. bei der 
Pflanze iiber das Dihydrositosterin geht, daB diese Kérper also Zwischen- 
produkte beim Aufbau darstellen. Auf diese Méglichkeit, gegen die sehr 
viele der gefundenen Tatsachen sprechen, wird vorlaufig nicht naher eingegangen. 
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2. Mitteilung: Methodik zur quantitativen Trennung von ungesattigten 
und gesattigten Sterinen. 
Von 


R. Schénheimer. 





1. Farbreaktionen. 


Wir fanden zwei qualitative Proben, mit deren Hilfe sich eine Bei- 
mengung von Cholesterin zu reinen, hydrierten Sterinen (Koprosterin und 
Dihydrocholesterin) erkennen 1aBt. Die Salkowskische Probe wird nur von 
den ungesattigten Sterinen gegeben. Es bildet sich bekanntlich nach Lésung 
einiger Krystalle von Cholesterin in Chloroform und Zusatz von konzen- 
trierter Schwefelsiure sofort eine schnell zunehmende Rotfairbung der Chloro- 
formschicht und eine intensiv gelbfluoreszierende Verfairbung der darunter 
befindlichen Schwefelsiure. Nach 24 Stunden wird, wenn nur ganz geringe 
Mengen von Cholesterin verwandt worden sind, die Chloroformschicht violett, 
bei gréBeren Mengen vdéllig schwarz und undurchsichtig. Bei Verwendung 
gesittigter Sterine bleibt die Chloroformschicht véllig farblos und nur die 
Schwefelsiure farbt sich leicht gelb.?) 

Als zweite Farbreaktion kann zum Nachweis kleiner Cholesterinmengen 
in gesattigten Sterinen die Lifschiitzsche Cholesterinreaktion?) heran- 
gezogen werden. Sie beruht auf der Oxydation des Cholesterins an der Doppel- 
bindung zu ,,Oxycholesterin“, das mit Schwefelséiure in Eisessig eine blaue 
Farbe gibt. Nach Kochen des Steringemenges mit einem Ké6rnchen 
Benzoylperoxyd in Eisessig und Zusatz von einer kleinen Menge Schwefel- 
sdure entsteht als Zeichen der Anwesenheit von Cholesterin die bekannte 
blaue Farbe, (beruhend auf einer Oxydation an der Doppelbindung), die von 
den gesittigten Sterinen, da sie keine reaktionsfahige Doppelbindung be- 
sitzen, nicht gegeben wird. 

Wir haben versucht, diese Reaktionen zur quantitativen Bestimmung 
eines Gemisches zu verwerten. Die Salkowskische Reaktion eignet sich 
nicht, weil die Farbtiefe der Chloroformschicht nicht ganz abhingig von der 
Konzentration ist. Die Lifschiitzsche Reaktion, die fiir diesen Fall weniger 
empfindlich ist, ist deswegen nicht anwendbar, weil durch das Kochen mit 
Benzoylperoxyd die Oxydation nicht vollstandig ist, und zugleich ein Teil 
des Cholesterins weiter zerstért wird. Auf eine Mitteilung der Protokolle 
wird verzichtet.*) 

Mit Hilfe dieser Reaktionen la8t sich aber bei einem Gemisch, das nur 
geringe Mengen von Cholesterin enthalt, sehr gut abschatzen, ob die Menge 
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1) Praparate von Dihydrocholesterin, die durch Hydrierung mit Platin 
und Wasserstoff gewonnen wurden, zeigten oft auch bei richtigem Schmelz- 
punkt noch eine leichte Gelbfarbung der Chloroformschicht [vgl. Will- 
statter, Ber. chem. Ges. 41, 2199 (1908)]. Wir haben diese Priparate noch 
weiter reinigen kénnen, indem wir sie in Alkohol gelést, mit wenig Brom ver- 
setzten und mit Digitonin ausfillten. Nach Spaltung des Digitonids erhalt 
man Praparate, deren Chloroformschicht sich bei der Salkowskiprobe gar nicht 
tarbt. Die Schwefelsiure nimmt einen gelb fluoreszierenden Farbstoff auf. 
Der Schmelzpunkt der Substanz bleibt unverandert. 

2) Lifschitz, Arch. Pharm. 265, 450 (1927). 

*) Wir versuchen jetzt, mit Benzopersiure in der Kalte zu oxydieren. 








A 
e 
ie 
“a 
33 
i? 
+e 





“ . 
Re ces a eee 


78 R. Schénheimer, 


groB oder klein ist. So geben z. B. die Sterine der Menschen- oder Hunde- 
faeces nach animalischer oder gemischter Kost nur sehr geringe Reaktionen 
als Zeichen, daB darin nur geringe Beimengungen von Cholesterin vor- 


handen sind. 
2. Jodzahlen. 


Als quantitative Bestimmung von Doppelbindungen kommt vor allem 
die Jodzahl in Betracht. Die gesattigten Sterine haben die theoretische Jod- 
zahl 0, das Cholesterin 65,68, die héher ungesattigten entsprechend héhere 
Jodzahlen. 

Nicht alle fiir die Fettanalyse brauchbaren Jodzahlbestimmungsmethoden 
sind auf die Sterine ibertragbar (Wijssche Lésung, Hiiblsche Lésung. Lit. 
vgl. Reindel und Niederlainder).!) Sehr gute Werte erhielten wir mit 
der von Dam?) fiir das Cholesterin empfohlenen Methode nach Rosenmund 
und Kuhnhenn®*) mit Pyridinsulfat-dibromid und der Bromlésung in Methy]- 
alkohol nach Kaufmann.*) 

Die Jodzahlmethoden kénnten bei Gemischen verwertbar sein, in denen 
gréBere Mengen von gesattigten Sterinen vorhanden sind, wahrend sich 
kleinere Mengen solcher Substanzen damit nicht nachweisen lassen. Deshalb 
kamen sie fiir uns weniger in Betracht. Wir hatten sie aber trotzdem heran- 
gezogen, weil sie neuerdings zur Untersuchung von Organ- und Kotsterinen 
benutzt wurden und Mitteilungen gemacht worden sind, die mit unseren 
Erfahrungen nicht iibereinstimmen. 

Birger®) und Mitarbeiter sind auf Grund ihrer Jodzahlanalysen zu 
dem Schlu8 gekommen, daB in den Sterinen des Menschenkots immer min- 
destens die Halfte, meistens aber noch mehr an Cholesterin vorliegt. Er benutzt 
die im D. A.-B. VI. angegebene Titration mit Bromid—Bromat nach Winkler, 
indem er aber mit 1/,),n-Lésungen und entsprechend geringeren Einwagen 
arbeitet, ohne die Gesamtvolumina aber entsprechend zu verringern. Die 
Originalvorschrift arbeitet mit 1/,,n-Lésungen. Wir muBten die Versuchs- 
anordnung nach Birger aufgeben, weil es uns nicht méglich war, den Um- 
schlagspunkt so diinner Lésungen (es miiBte zur Erlangung guter Werte noch 
etwa 0,04 mg Brom in etwa 100 ccm sich durch die gelbe Farbe sichtbar 
machen) scharf zu fassen. Wir haben daher nur die Makromethode mit Ein- 
wagen von 200—300 mg Sterin verwandt. 

Wahrend wir damit beim Arbeiten bei 0° und einer Einwirkungsdauer 
von 2 Stunden fiir Cholesterin ebenso wie Biirger annahernd richtige Werte 
erhielten, gaben die gesittigten Sterine (Dihydrocholesterin und Koprosterin) 
sehr hohe aber inkonstante Jodzahlen, die sich oft der des Cholesterins naherten. 

In der von vornherein stark sauren Lésung lieB sich leider die von 





1) Liebigs Ann. 475 147 (1929). In dieser Arbeit wird gezeigt, daB bei 
fast allen Jodzahlmethoden kleinere oder gréfere Mengen von Sauren auf- 
treten, die die Folge einer Halogensubstitution sind. Beim Cholesterin sind 
indes die auftretenden Sauremengen meist nur gering, bei den héher un- 
gesittigten Sterinen aber sehr bedeutend. 

2) Dam, Biochem. Z. 152, 101 (1924); 158, 76 (1925). 

8) Z. Unters. Lebensmittel 46, 154 (1923). 

4) Z. Unters. Lebensmittel 51, 3 (1926). 

' 5) Birger u. Winterseel, Diese Z. 181, 255 (1929); Z. f. exp. Med. 
66, 459 (1929); 66, 463 (1929); Birger u. Oeter, Diese Z. 182, 141 (1929). 
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Reindel bei anderen Methoden beriicksichtigte Bildung von Halogenwasser- 
stoffsaure nicht feststellen. 
Bei Verwendung dieser Methode wird also in Kotsterinen eine viel zu 


groBe Menge von Cholesterin vorgetauscht. Das Verfahren ist bei 
Makrobestimmungen nicht zu brauchen, noch viel weniger diirfte dies bei 
Mikrobestimmungen der Fall sein. 

Dagegen liefern die Methoden mit Pyridinsulfat-dibromid (v. Dam) und 
Brom—Methylalkohol (Kaufmann) auch bei den gesattigten Sterinen recht 
gute Werte, so daB sie bei den Faecessterinen anwendbar waren. Koprosterin 
und Dihydrocholesterin nehmen nur sehr geringe Mengen von Halogen auf. 
Hierfiir miissen aber die Sterine vom Unverseifbaren erst durch Digitonin- 
fallung und nachfolgender Extraktion mit heifem Xylol getrennt werden 
(Dam, Birger). Dieser Riickstand ist aber auch bei vorsichtigstem 
Arbeiten niemals ganz rein und zeigt auch bei der Verarbeitung reiner Sterine 
immer eine Depression des Schmelzpunktes. Nach den Untersuchungen von 
Dam diirfte sich dieser Fehler aber in der Jodzahl nur wenig geltend machen. 





Tabelle 1. 
Belege 
‘ Jodzahlbestimmungen nach Winkler. 
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_ |efeelesie| sz | 22 
Materi Eine [i aPoisaBe!] Bs es 
Material n-eae ie-e- qN > NS Bemerkungen 
waage |e So ate Sse] SS 5.5 
2 i 3 — ola A awd | os ors 
© Oe -*- ° | 
< & ns =e i 
Chole- |} 0,2032] 24,20 10,20 | 65,81 | 65,68 | Schmelzp. 148°. 
sterin | 
Chole- 0,2032] 24,20 10,19 65,75 | 65,68 
sterin 
Chole- 0,3001 | 23,70 15,25 67,95 | 65,68 _ 
sterin 
Salkowskireaktion 
Kopro- 0,2059}| 25,01 15,11 93,08 0 angedeutet. Aus 
sterin Hundedarm. 
Kopro- Salkowskireaktion 
sterin 0,1970 | 24,97 9,86 63,5 0 angedeutet. Aus 
Menschenkot. 

Dihydro- Schmelzp. 141°. 
chole- 0,1999 | 25,01 5,49 34,84 0 Salkowskireaktion 
sterin | vollig negativ. 

Dihydro- Schmelzp. 140,5°. 
chole- 0,2050] 24,97 12,13 75,17 0 Salkowskireaktion 
sterin negativ. 

Dihydro- Schmelzp. 140,5°. 
chole- 0,1002} 12,10 2,05 26,8 0 Salkowskireaktion 
sterin negativ. 

Dihydro- Schmelzp. 135°. 
sito- 00,2028] 24,97 6,00 37,59 0 Salkowskireaktion 
sterin negativ. 
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mit Pyridinsulfat-Dibromid nach Rosenmund u. Kuhnhenn und Dam. 
(Titer der Thiosulfatlésung: 0,0970). 
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Tabelle 2. 
Jodzahlen 
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sterin 
Chole- 


Chole- 


sterin 


Chole- 
sterin 


Dihydro- 
chole- 
sterin 

Dihydro- | 
chole- 
sterin J 


Dihydro- 


sitosterin 


Kopro- 
sterin 


Chole- 
sterin 


Dihydro- 
chole- 
sterin 








Ein- 


waage 


0,3799 
0,2030 


0,1828 


0,2032 


0,2540 


0,2573 


0,2134 





mit Brom—Methylalkohol nach H. P. Kaufmann. 


0,1899 


0,2188 





Gebr. Menge | 
| Thiosulfat 


| 
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im Leer- 


10,20 


10,20 
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20,53 66,58 
10,98 66,64 
9,78 65,91 
0,54 3.0 
0,58 2,8 
0,78 3.7 
0,50 2.9 
Tabelle 8. 
Jodzahlen 


Theoretische | 





Jodzahl 
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65,68 


65,68 
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(Einwirkungsdauer 20 Minuten.) 


31,98 


42,60 





10,17 


0,54 





65,98 


3,6 





65,68 
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Bemerkungen 
Schmelzp. 148°. 
Aus Gehirn. 





Aus Gallensteinen. 


Aus Gallensteinen. ‘ 


Schmelzp. 141°. 
Keine Salkowski- j 
reaktion. 
Schmelzp. 141°. f 
Keine Salkowski- 
reaktion. | 
Schmelzp. 135°. 
Keine Salkowski- 
reaktion. 

Schmelzp. 100,5°. 
Salkowskireaktion 
angedeutet. 





3. Fallung der gesattigten Sterine nach der Bromierung 
des Gemisches. 

Wir machten bei der Ausarbeitung einer neuen Methode 
von der Eigenschaft des Cholesterindibromids Gebrauch, da8 es ; 
mit Digitonin nicht fallbar ist. Das Dibromid bildet sich aus dem 
Cholesterin schon bei einem sehr kleinen Uberschu8 von Brom 
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schnell und quantitativ, so da8 Arbeitsbedingungen eingehalten 
werden kénnen, unter denen die Digitonin-fillbaren, gesittigten 
Sterine kaum angegriffen werden. Da Digitonin von einer 
schwachen Bromlisung ebenfalls kaum merkbar angegriffen 
wird, liBt sich ein gesittigtes Sterin, auch wenn es nur in ganz 
kleinen Mengen vorhanden ist, neben sehr groBen Mengen von 
Cholesterin noch annihernd quantitativ bestimmen. 

Das Cholesterin—Dibromid ist auBerordentlich leicht zersetzlich. Es 
wurde urspriinglich versucht, durch méglichst schonende Methoden den fiir 
die Bromierung notwendigen Uberschu8 von Brom zu entfernen. Es zeigte 
sich aber, daB z. B. ganz reines Cholesterin—Dibromid in Alkohol gelést, schon 
nach Zugabe von wenig alkoholischer Lésung von schwefliger Saéure, von 
8-Naphthol oder sogar von Olsiure und anderen ungesittigten Verbindungen, 
die leicht Brom aufnehmen, teilweise seine Fallbarkeit wiedergewinnt, was 
nur damit erklart werden kann, daB das Dibromid auch an solche Verbindungen 
sein Brom abgibt, indem es in Cholesterin zuriickverwandelt wird. Es wurden 
die verschiedensten Verfahren zur schonenden Abscheidung des Dibromid’s 
versucht. Urspriinglich wollten wir die Bromierung in alkoholischer Lésung, 
in der ja spater die Digitoninfaéllung vorgenommen werden muB, vermeiden. 
Es zeigte sich aber, daB bei allen Manipulationen mit einer Dibromidlésung 
(Eindampfen im Vakuum usw.) immer ein betrichtlicher Teil zerstért und 
mit Digitonin fallbar wird. Die Versuche fiihrten zum Ziel, als die Bromierung 
direkt in der alkoholischen Lésung vorgenommen wurde, aus der auch spater 
gefallt wird. 

Es sei gleich hier darauf hingewiesen, da wir zuerst sehr 
sroBe Schwierigkeiten hatten, weil auch die reinsten Cholesterin- 
priparate nach der Bromierung immer eine geringe Tillung mit 
Digitonin zeigten. Es stellte sich spiter heraus, da8 es sich dabei 
um eine in allen Praiparaten vorhandene Beimengung von Di- 
hydrocholesterin handelte (vgl. nichste Mitteilung). Erst nachdem 
wir in der Lage waren, diese Verunreinigung abzutrennen, konnten 
wir die Methode sichern. Die Darstellung dieses fiir die Analysen 
verwandten Cholesterins ist in der nichsten Mitteilung be- 


schrieben. 
Methode: Das zu untersuchende Cholesterin!) wird in der 


100—120fachen Menge’) reinstem Athylalkohol (96°/,) warm 
gelést und schnell in Eis abgekihlt. Dabei fallt oft wieder eine 





1) Fir die Untersuchung der verschiedenen Priparate aus Organen 
wurden 300 mg verwandt, bei Kotsterinen 30—35 mg. 

*) Geringere Konzentrationen diirfen nicht verwandt werden, weil das 
Cholesterin zu schwer léslich ist. Bei Kotsterinen mit ihrem groBen Gehalt 
an gesittigten Anteilen kénnen geringere Konzentrationen verwandt werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCIL. 6 
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kleine Menge Cholesterin aus, was aber nicht stérend ist, da es 
sich schon nach Zugabe der ersten Brommengen wieder léste. 
Die Bromierung geschieht unter Eisktihlung. Das zur Bromierung 
verwandte Brom wird ebenfalls in reinem Athylalkohol gelést 
und aus der Birette unter stindigem Rihren zugetropft. Es 
wurde eine etwa normale Bromlésung zugegeben. Die alkoholische 
Lésung ist sehr wenig titerbestindig, sie nimmt an Konzentration 
sehr schnell ab. Es mu daher immer eine neue Lésung ver- 
wandt werden. 

Eine haltbarere Lésung 148t sich herstellen, wenn in dem Alkohol etwa 
30°/, Lithiumbromid gelést ist. Diese Lésung ist nur schwach gelb gefarbt. 


Ihr Titer war in 20 Stunden um 4°/,, in 48 Stunden um etwa 18°/, und in 
100 Stunden um etwa 20°/, zuriickgegangen. Das Lithiumbromid wirkte in 


keiner Weise stérend. 

Es wird soviel Brom zugegeben, daB iiber dem ausgefallenen 
Dibromid eine leicht gelbe Farbe bestehen bleibt. Ein groBer 
Uberschu8 von Brom greift auch die gesittigten Sterine an und 
mu8 peinlichst vermieden werden. Die groBen Mengen von aus- 
gefallenem krystallisiertem Dibromid werden durch eine Glas- 
frittnutsche (Schott u. Gen.) abfiltriert und mit kaltem Alkohol 
gewaschen. Nach 11/,—2 Stunden wird zum Filtrat ein UberschuB 
von Digitonin!) zugesetzt. Nicht ganz reine Digitoninpriparate 
nehmen etwas Brom auf und entfarben die Lésung. Wir haben 
dann entweder zu der Digitoninlésung vor der Benutzung einen 
geringen Uberschu8 von Brom in Alkohol zugegeben, oder nach 
der Zugabe von nichtbromiertem Digitonin in die Lésungen 
selbst noch Brom hinzugetan. Die Lésungen werden dann 
48 Stunden im Dunkeln gehalten. Der Alkohol nimmt langsam 
etwas Brom auf. Es mu8 dann nach etwa 24 Stunden wieder 
ein ganz kleiner UberschuB zugesetzt werden. Wir fanden kaum 
einen Fehler, wenn die nach einiger Zeit entfirbten Lésungen 
auch lingere Zeit ohne Bromiiberschuf standen.. 

Nach 48 Stunden wird der Niederschlag abfiltriert und mit 
Alkohol und sehr viel Ather gewaschen.?) Wenn er nicht villig 
vom anhaftenden Dibromid befreit ist, so farbt er sich beim nach- 


1) Wir haben zu den Fallungen nach der Bromierung immer neues 
Digitonin verwandt, weil wir éfters die Beobachtung gemacht haben, daB 
Digitonin, das aus Sterin Digitonid nach Extraktion mit Xylol regeneriert 
war, die gesittigten Sterine aus der bromierten Lésung nicht oder nur zvm 
Teil ausfallte. 

2) Bei Verwendung von Lithiumbromid mu8 auch mit Was:er ge- 
waschen werden. 
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folgenden Trocknen in der Hitze oder im Vakuum braun oder 
schwarz. Das Trocknen kann bei 100° im Heizschrank oder besser 
bei 60° in der Trockenpistole vorgenommen werden. 

Das Digitonid fallt aus den bromierten Lésungen, wenn 
groBere Mengen von Dibromid vorhanden sind, erst spiter, aus 
Gemischen, die eine griéfere Konzentration hydrierter Sterine 
enthalten, aber sofort. 

Oft war in Cholesterinpraparaten aus Organen nach 48 Stunden die 
Fallung noch nicht vollstandig. Es bildete sich noch nach weiteren 24 Stunden 
nach dem Abfiltrieren eine geringe Fallung. Wir haben diese nicht mehr 
beriicksichtigt, weil die im Kérpercholesterin gefundenen Werte in Anbetracht 
ihres auBerordentlich geringen Gehaltes an gesittigten Sterinen doch nur 
die Bedeutung von Schatzungen haben kénnen. 

Die Methode besitzt 8 Fehlerquellen: Das ausfallende Di- 
bromid nimmt geringe Mengen gesiittigter Sterine mit sich, die 
sich beim Waschen nicht vollstindig entfernen lassen. Diese 
Mengen sind allerdings, wie die Protokolle beweisen, sehr gering. 
Kin anderer kleiner Teil des hydrierten Sterins wird durch die 
iiberschiissige Brommenge angegriffen und verliert dabei seine 
Fallbarkeit. Diese Mengen sind ebenfalls nicht sehr bedeutend. 
Als dritte Fehlerquelle ist die verhailtnismaifig grobe Menge von 
Alkohol zu verzeichnen, aus der die Fallung vorgenommen 
werden muB und in der gewisse Mengen von Digitonid geldst 
bleiben. Diese Fehlerquelle ist die gré8te. Dennoch besitzt die 
Methode eine sehr gro8e Empfindlichkeit. Es machte sich noch 
eine Beimengung von weniger als 1°/, Dihydrocholesterin im 
Cholesterin bemerkbar. 

Die Bestimmung von gesittigten Sterinen als Beimengung 
in einer Hohe bis etwa 4°/, ist wegen der oben beschriebenen 
Fehler natiirlich nicht sehr genau und nur innerhalb einer Fehler- 
grenze von 20—80°/, reproduzierbar. Die Werte sind daher nur 
als Schitzungswerte zu betrachten. Oberhalb dieser Mengen 
wird dann aber eine erheblich gréBere Genauigkeit erreicht. In 
Kontrollversuchen wurden, wenn zu reinem Cholesterin (vgl. 
unten) 1°/, Dihydrocholesterin zugesetzt wurde, bis zu 0,2°/, 
verloren, bei gréS8eren Konzentrationen erheblich weniger. Die 
Methode eignet sich trotz ihrer Fehlergrenze besonders zum Nach- 
weis und zur Abschitzung sehr kleiner Beimengungen von ge- 
sittigten Sterinen, wie sie im Organismus vorkommen, und die 
durch keine andere Methode aufgefunden werden kénnen. Mit 
ihrer Hilfe war es tiberhaupt erst méglich, festzustellen, daB 
solche Beimengungen immer vorhanden sind. In solchen Ge- 

6* 
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mischen, in denen die gesaéttigten Sterine tiberwiegen, 
wie in den Sterinen der Faeces, ist sie natiirlich auBer- 
ordentlich genau und gibt fast theoretische Werte. 

Weiter hat die Methode den grofen Vorzug, daB sie keine 
vorherige Trennung von den anderen unverseifbaren Substanzen 
verlangt, vorausgesetzt, daB diese nicht in allzu groBer Menge 
vorhanden sind, wie etwa im Wollfett oder im Hautsekret. In 
solchem Material waren die Fehler gréBer, wenn die gesamten 
Sterine nicht vorher tiber die Digitonide gereinigt waren. Die im 
Unverseifbaren von tierischem Material vorhandenen anderen Sub- 
stanzen stéren die Bromierung nicht. 

Zur Bestimmung des Gehaltes an Sterinen wird eine bestimmte 
Menge des Unverseifbaren direkt mit Digitonin gefallt, eine andere 
Menge nach vorherigem Bromieren. Die Methode umgeht daher 
die Schwiertgkeiten der Jodzahlbestimmungen, wofiir erst das 
gesamte Sterin mit Digitonin ausgefillt werden muB. Es wurde 
bereits darauf hingewiesen, da8 durch die Trennung des Digi- 
tonins mit siedendem Xylol keine vollige Reinigung erzielt wird. 

Voraussetzung fiir die Methode ist, daB das Unverseifbare 
oder die Sterine keine stérenden Farbbeimengungen ent- 
halten. Das Unverseifbare aus Organen pflegt, wenn es unter 
Ausschlu8B von Luft dargestellt worden ist, goldgelb zu sein, 
eine Farbe, die durch die sog. Lipochrome hervorgerufen ist. 
Diese sind hoch ungesittigt und werden daher schon beim Zusatz 
der ersten 'l'ropfen Brom entfirbt, so daB eine farblose Lésung 
entsteht. Bleibt die Lésung auch nur wenig gefirbt, so ist es nicht 
moglich, den Endpunkt der Bromzugabe genau _ einzuhalten. 
Eine soleche Fiirbung wurde erhalten, als wir in der ersten Zeit 
nicht den Luftsauerstoff bei der Darstellung des Unverseifbaren 
ausgeschaltet hatten. Dann war es noétig, die gesamten Sterine 
erst mit Digitonin zu fallen und das Digitonid zu spalten, eine 
Methode, die, da zu einer Analyse von Ké6rpercholesterin etwa 
800 mg erforderlich sind, sehr kostspielig ist. 

Wir haben uns in den meisten Fallen davon itiberzeugt, daB 
die nach der Bromierung mit Digitonin ausgefillten Sterine tat- 
sichlich gesittigte Sterine sind. Nach der Spaltung des Nieder- 
schlags mit Xylol darf das Sterin keine Salkowski- oder Oxy- 
cholesterinreaktion geben. 


Belege. 
Von der groBen Zahl ausgefiihrter Analysen werden nur 
einige angefihrt : 
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I. Zerstérbarkeit von Digitonin durch alkoholische 
Bromlésung. 


10 ccm einer etwa 1°/,ig alkoholischen Digitoninlésung werden 
mit einem Uberschu8 von Cholesterin gefillt. Ergeben: 0,1267 g 
Digitonid. 

10cem derselben Digitoninlésung werden mit einem geringen 
Uberschu8 von alkoholischer Bromlésung versetzt und nach ein- 
stiindiger Einwirkung mit einer iiberschiissigen alkoholischen Chole- 
sterinlésung gefallt. Ergeben: 0,1240 g¢ Digitonid. 

Es wurden also etwa 2 mg Digitonin zerstort. 


Il. Zerstérbarkeit gesittigter Sterine durch Brom. 

a) Dihydrocholesterin. 

1. Kine Lésung von reinem Dihydrocholesterin gibt bei der 
Vallung mit Digitonin ohne Bromieren 0,1022 g. 

2. Dieselbe Loésung nach Zugabe eines geringen Uberschusses 
alkoholischer Bromlésung (leichte Gelbfirbung) 0,1024 g. 

3. Nach Zugabe des 8fachen Uberschusses wie in Versuch 2 
0,1016 g. 


b) Koprosterin. 


1. Eine Lésung von reinem Koprosterin gibt bei der liallung 
mit Digitonin ohne Bromieren 0,1048 g. 

2. Dieselbe Lésung nach Zugabe eines geringen Uberschusses 
alkoholischer Bromlésung 0,1040 g. 

3. Nach Zugabe des 8fachen Uberschusses wie bei Versuch 2 
0,1020 g. 

Bei Zugabe eines sehr geringen Uberschusses von Brom 
wird weder Dihydrocholesterin noch Koprosterin wesentlich 
angegriffen, wihrend ein gréBerer Uberschu8 schon einen nenn- 
baren Teil zerstért. 


Ill. Bestimmbarkeit von gesittigten Sterinen neben 
groBen Mengen von Cholesterin. 
a) Bestimmung von etwa 8°/, gesittigtem Sterin neben 
Cholesterin. 
Ks wurden dieselben Lésungen von Dihydrocholesterin ver- 
wandt wie in den Versuchen unter II. 
10 ccm der Loésungen werden zu je 300mg _ Cholesterin 
pipettiert, das von gesittigten Sterinen befreit ist. Die Masse 
wird in 30 ccm reinem Alkohol in der Warme gelist, abgekiihlt 
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und unter Eiskiihlung mit einer alkoholischen Bromlésung bis zur 
geringen Gelbfairbung bromiert. Nach der Filtration des Dibromids 
und Waschen mit kaltem Alkohol wird die Mutterlauge mit 
15 ccm einer 1°/,igen Digitoninlésung gefillt. Die Fallung beginnt 
sofort. Nach 48 Stunden wird der Niederschlag abfiltriert und 
mit wenig Alkohol und viel Ather gewaschen. 


Dibydrocholesterin: 0,1001 statt 0,1022 g. 
Koprosterin: 0,1024 statt 0,1048 g. 


b) Bestimmung von etwa 2°/, gesittigtem Sterin im Chole- 
sterin: 

Zu 300 mg reinem Cholesterin wird eine Liésung von 6 mg 
Dihydrocholesterin gegeben. Behandlung wie oben. 

Gefunden: 20,0483 mg Digitonid statt 24,231 mg (direkt 
gefallt). 


c) Bestimmung von etwa 1°/, gesittigtem Sterin in Chole- 
sterin. 

Wie Versuch b). Es werden 3 mg zugegeben. 

Gefunden: 6,85 mg statt 11,82 mg (direkt gefiallt). 

Es wurden also etwa 40°/, verloren. 


Die Bestimmung bei einer Beimengung von etwa 8°/, ist 
noch anniihernd quantitativ. Bei Bestimmung von 2°/, wird ein 
Fehler von etwa 20°/, gefunden, bei 1°/, ist er noch erheblich 
gréBer. Es riihrt vor allem von der grofen Alkoholmenge her, 
aus der die Fillung vorgenommen werden muB8. 





3. Mitteilung: Uber Nachweis und Identifizierung von Dihydro- 
cholesterin als Beimengung zum Korpercholesterin. !) 


Von 


R. Schénheimer. 





In der 2. Mitteilung wurde berichtet, daB sich bei der Aus- 
arbeitung einer quantitativen Trennungsmethode von gesittigten 
und ungesittigten Sterinen die Tatsache stérend bemerkbar 
machte, da8 aus allen Cholesterinpriparaten, den kauflichen 
wie den selbst hergestellten auch nach der Bromierung kleine 
Mengen von Digitonid auszufillen waren, die auf eine Beimengung 
von etwa 1—2°/, gesittigtem Sterin hinwiesen. 





1) Zugleich ein Verfahren zur Reinigung des Cholesterins von gesattigten 
Sterinen. 











ne eT 














Eeaaiaal 


tO LEIP OLE I Sis SB iad 











Uber die Bedeutung gesattigter Sterine im Organismus. 87 


Es wurde daher schon zu Beginn unserer Arbeiten versucht, 
eine Reinigung des Cholesterins von diesen Beimengungen durch- 
gufiihren. Diese Trennung gelang durch Uberfiihrung des Chole- 
sterins in das Dibromid und nachfolgender Debromierung. Da 
aber das voluminése Dibromid noch kleine Mengen von gesittigtem 
Sterin mitreiBt, die sich durch Umkrystallisieren aus Alkohol 
nur schwer abtrennen lassen, wurde Bromierung und Debromie- 
rung wiederholt. Die gewonnenen Cholesterinpriiparate gaben 
dann nach der Bromierung keine Fallung mehr. 


Befreiung des Cholesterins von gesattigtem Sterin.') 


50 g Cholesterin aus Gallensteinen oder Gehirn werden in 
500 com Ather gelist und mit 16ccm Brom in 50 ccm Ather 
unter Eiskithlung versetzt. Die gekihlte braune Lésung wird 
nach einer halben Stunde unter starkem Rihren mit 250ccm 
gekiithltem Eisessig versetzt, wobei der gréBte ‘Teil des Chole- 
sterins als Dibromid ausfallt. Der voluminése Niederschlag wird 
auf einer groBen Glasfrittnutsche abgesaugt und mit einer ge- 
kihlten Mischung von Ather-Eisessig (2:1) gewaschen, bis er 
schneewei8 geworden ist. Nachwaschen mit Eisessig und mit 
Alkohol bis der Eisessig-Geruch annihernd verschwunden ist. 
Die durch scharfes Abpressen fast trockene Masse wird sogleich 
aus Alkohol umkrystallisiert und mit dem halben Gewichtsteil 
Natrium-Jodid?) in einer wberschiissigen Menge Alkohol eine 
Stunde gekocht. Die abgekithlte dunkelbraune Lésung wird 
unter gutem Rihren in diinnem Strahl in ein groBes Gefif mit 
kalter Natriumsulfit-Lésung gegossen, die das Jod aufnimmt. 
Das ausgeschiedene Cholesterin wird abfiltriert, in entsprechender 
Menge von Ather-Eisessig zum zweiten Male bromiert und wieder 
mit Natrium-Jodid debromiert. Zum Schlusse wird das gewonnene 
Cholesterinpriparat aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Die 
Reinigung fihrt zu sehr groBen Verlusten (Ausbeute 10—15°/,). 

Die so gewonnenen Priparate, deren Schmelzpunkt sich 
nicht anderte, diirfen nach der Bromierung und Zugabe von 
Digitonin (siehe 2. Mitteilung) nach 48 Stunden keine Fallung 





1) Bei der Reinigung des Cholesterins war Herr L. Schindel besonders 
beteiligt. 

*) Wir haben die Debromierung mit NaJ der iiblichen Debromierung 
mit naszierendem Wasserstoff vorgezogen, da mit der letzteren Methode 
eine Hydrierung der Doppelbindung in kleiner Menge nicht auszuschlieBen war. 
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geben als Beweis, daB kein gesittigtes Sterin mehr vorhanden 
ist. Sollte noch eine geringe Fillung auftreten, so muB die 
Bromierung wiederholt werden. 

Mit Hilfe anderer Methoden, etwa durch Umkrystallisieren, 
gelingt die Reinigung nicht: Ein Cholesterinpriparat aus Gallen- 
steinen, das nach der Bromierung einen Gehalt von 1,3°/, ge- 
sittigtem Sterin aufwies, behielt etwa dieselbe Menge auch nach 
zehnmaligem Umkrystallisieren aus Athylalkohol (nach 
zehnmaligem Umkrystallisieren 1,4°/,). 

Die Methode, die von Anderson!) zur Abtrennung des 
Dihydrositosterins vom Sitosterin benutzt wurde (Behandlung 
des Gemisches mit KEssigsiiure-anhydrid und Schwefelsiure), 
haben wir nicht verwandt, da sie in unserm Falle wegen der ge- 
ringen Mengen von Dihydrocholesterin im Cholesterin wenig 
aussichtsreich schien. 

Wir versuchten, AufschluB dariiber zu gewinnen, ob die 
natiirlichen hydrierten Sterine, das Dihydrocholesterin und das 
Koprosterin, sich durch Umkrystallisieren vom Cholesterin trennen 
lassen: 5g gewodhnliches Cholesterin werden mit etwa 250 mg 
Dihydrocholesterin vermengt, in Ather gelist und die Lésung 
im Vakuum zur Trockne gebracht. Derselbe. Versuch wurde 
mit Koprosterin unternommen. Die Gemische wurden aus Alkohol 


umkrystallisiert : 


Gehalt an gesattigtem Sterin. 














Cholesterin mit Cholesterin mit 
Dihydrocholesterin Koprosterin 
Vor dem Umkrystallisicren 5,7°/) 5,6°/, 
1. Umkrystallisation 6,2°/, 2,5°/o 
2. Umkrystallisation 6,2°/, 2,1°/, 
3. Umkrystallisation 5,8°/5 1,4°/, 








Dihydrocholesterin liBt sich also durch Umkrystallisieren 
nicht abtrennen, wahrend Koprosterin, wohl in Anbetracht seiner 
sehr groBen Léslichkeit in Alkohol, weitgehend entfernt werden 
kann. Durch noch hiaufigeres Umkrystallisieren ware vielleicht 
eine vollige Reinigung gelungen. 

Diese Versuche deuteten bereits darauf hin, da8 das in den 





1) Amer. chem. Soc. 46, 1450 (1924). 
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Gallensteinen vorhandene gesittigte Sterin wenigstens zum Haupt- 
teil nicht aus Koprosterin besteht. 

Es wurde versucht, das gesittigte Sterin zu isolieren. Zu 
diesem Zweck wurde zunichst Gallenstein-Cholesterin verwandt, 
weil es das einzige Korpersterin ist, das ohne vorherige Um- 
krystallisation annaihernd rein durch Extraktion gewonnen werden 
kann und in groBen Mengen zuginglich ist. 

300 g rohes Gallenstein-Cholesterin wurde in Portionen von 
je 100 g verarbeitet. Sie werden in je 3 Liter Alkohol warm gelist 
und schnell in einer Eiskiltemischung gekithlt. Nachdem etwa 
eine Temperatur von 20° erreicht ist und ein geringer Teil des 
Cholesterins ausgefallen ist, wird unter sehr starkem Riihren, 
vorsichtig eine Loésung von Brom in Alkohol zugegeben. Die 
leicht gelbe Farbe der Lésung verschwindet zuerst und das aus- 
gefallene Cholesterin geht in Lésung. Nun wird weiter gekihlt, 
bis eine Temperatur von etwa 5° erreicht ist. Fallt schon vordem 
wieder Cholesterin aus, so mu eine entsprechende Menge Brom 
zugegeben werden. Unter sehr starkem Riihren wird dann so lange 
Brom zugegeben, bis das Dibromid ausgefallen ist und die dariber- 
stehende klare Lésung eine ganz leicht gelbliche Farbe be- 
halt. Dazu waren mehrere Stunden nétig, weil unter unseren 
Bedingungen der letzte Teil der Bromierung langsam vor sich 
geht. Nachdem die Lésung etwa 1 Stunde die leicht gelbe F'arbe 
behalten hat, wird das ausgefallene Dibromid durch eine Glasfritt- 
nutsche abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und zu der Mutter- 
lauge werden pro 100 g Cholesterin 500 ccm einer reinen, 1°/jigen 
Digitoninlésung zugegeben, die vordem mit Brom bis zur geringen 
Gelbfirbung versetzt worden war. Unter 6fterem Zusatz von 
geringen Brommengen, so, daB immer eine leichte Gelbfirbung 
erhalten bleibt, steht die Lésung 48 Stunden im Dunkeln. Das 
ausgefallene Digitonid (5,3 g aus 100 g Cholesterin) wird abfiltriert, 
mit groBen Mengen Ather gewaschen und einmal aus reinem 
Methylalkohol umkrystallisiert. Das gut getrocknete Digitonid 
wurde in der bekannten Weise mit siedendem Xylol zersetzt. 
Aus 100g Cholesterin wurde etwa 1g Sterin gewonnen. Die 
Substanz enthielt kein Halogen und erwies sich als vollig ge- 
sittigt. Bei der Anstellung der Salkowskischen Probe firbte 
sich die Chloroformschicht auch nach mehreren Stunden iiber- 
haupt nicht, wihrend die Schwefelsiure eine leicht gelbe 
Fluorescenz annahm. Sie gab keine Oxycholesterinreaktion. 
Auch nach Kochen mit Benzoylperoxyd in Hisessig und Zusatz 
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von Schwefelsiure trat keine Blaufiirbung ein. Die Substanz 
nahm kein Brom auf und behielt auch nach Zusatz von Brom 
in alkoholischer Lésung innerhalb der Fehlergrenzen ihre Digitonin- 
faillbarkeit. So gaben etwa 30 mg Sterin in 10 ccm Alkohol ohne 
Bromierung 119,2 mg Digitonid, nach dem Bromieren 118,8 mg 
Digitonid. 

Die Substanz hatte den Schmelzp. 116°, der aber nach Um- 
krystallisieren héher ging. Es war also keine ganz reine Substanz. 
s wurde zuerst vermutet, daB es sich um ein dhnliches Gemisch 
handelt, wie es sich meist in den Faeces befindet, nimlich etwa 
80°/, Koprosterin und etwa 20°/, Dihydrocholesterin. Der hohe 
Schmelzpunkt unseres Priparates, der bei den Kotsterinen erst 
nach sehr hiufigem Umkrystallisieren durch Anreicherung des 
Dihydrocholesterins (Schmelzp. 141°) erreicht wird, sprach da- 
gegen. Wir haben versucht, die in dem Gemisch etwa vorhandenen 
beiden Komponenten, Dihydrocholesterin und Koprosterin, zu 
trennen, indem wir uns des Verfahrens bedienten, das von 
Windaus angegeben ist. 


Durch Kochen mit Xylol und Natrium wird das Koprosterin weitgehend 
in Pseudokoprosterin umgelagert, das durch Digitonin nicht fallbar ist. Das 
Dihydrocholesterin wird aber nur zu einem kleinen Teil in das nicht fallbare 
Isomere (€-Cholestanol) tibergefiihrt, so daB sich schon beim ersten Male 
eine groBe Anreicherung von Dihydrocholesterin erzielen laBt. Zwischen den 
mit Digitonin fallbaren Formen und ihren nicht fallbaren Isomeren besteht 
in der heiBen Xylollésung ein Gleichgewicht, so daB es gelingt, nach Ab- 
trennung der fallbaren Substanzen mit Digitonin und erneuter Behandlung 
mit Na und Xylol die nicht fallbaren Isomeren wieder in die fallbaren zuriick- 
zuverwandeln. Nach mehrmaligem Wiederholen der Umlagerung mit Na 
und Xylol und Ausfallen mit Digitonin gelangt man zu reinem Koprosterin 
und Dihydrocholesterin, bzw. zu ihren nicht fallbaren Isomeren, dem Pseudo- 
koprosterin und dem e-Cholestanol. 


Je 1g der isolierten Substanz wurde in 50 ccm Xylol gelést 
und nach Zugabe von 1g metallischem Natrium 8 Stunden am 
RiickfluB gekocht. Das Xylol wird filtriert, im Vakuum ab- 
destilliert und der Riickstand in Ather aufgenommen, in dem 
ein kleiner Teil nicht léslich ist. Der Ather wird ebenfalls ab- 
destilliert, der Riickstand dann in Alkohol aufgenommen und 
mit Digitonin ausgefiallt. Dieses Digitonid wurde mit Xylol ge- 
spalten und das dabei frei werdende Sterin erwies sich nach 
Umkrystallisieren aus Alkohol als reines Dihydrocholesterin 
(Schmelzp. 140,5°). 

4,231 mg Substanz gaben 12,905 mg CO, und 4,61 mg H,0O. 

4,028 mg - »,  12,274mg CO, ,, 4,353 mg H,0. 
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Gef. 83,30, 83,24°/, 12,16, 11,98°/, 


Der Mischschmelzpunkt mit Dihydrocholesterin vom selben Schmelz- 
punkt gab keine Depression. Es wurde die spezifische Drehung in Chloroform 
nach dem Mikroverfahren von E. Fischer ausgefiihrt. Die Substanz war im 
Gegensatz zum Cholesterin rechtsdrehend. 


1,24-100 
[~]>, = + 


22 1-2,553-°1,448 + 33,54. 





Von Béhm!) ist fiir Dihydrocholesterin in Chloroform ein Drehungswinkel von 
+ 34,19° gefunden worden. 


Die Mutterlauge der Digitoninfaillung wurde im Vakuum zur 
Trockne gebracht und der Riickstand vom tiberschiissigen Digitonin 
durch Extraktion mit Ather befreit. Es handelte sich um eine 
kleine Menge einer Schmiere, die mit Krystallen durchsetzt war. 
Die Krystalle konnten mit Petrolither ausgewaschen und umkrystal- 
lisiert werden. Es ergab sich eine Ausbeute von 75 mg vom 
Schmelzp.168°. Der Mischschmelzpunkt mit reinem e-Cholestano! 
ergab ketne Depression. Die Mutterlauge dieser Krystallisation 
wurde, da sich vermuten lieB, daB hierin Pseudokoprosterin vor- 
liegt, noch zweimal der Behandlung mit Natrium und Xylol und 
nachfolgender Digitoninfaillung unterworfen. Danach wurden 
80 mg Digitonid gewonnen, die nach der Xylolextraktion ein 
Sterin vom Schmelzp. 132° abgaben (Schmelzpunkt des Dihydro- 
cholesterins 141°). Es lag also sicherlich kein Koprosterin vor, 
dessen Schmelzp. 104° betrigt, und das auch, wenn es in wesent- 
licher Menge vorhanden gewesen wire, den Schmelzpunkt tiefer 
deprimiert hatte. Diese Substanz, die sich wegen der kleinen 
Ausbeute nicht weiter reinigen lieB, zeigte mit Dihydrocholesterin 
keine Depression (Mischschmelzp. 136°). 

Es konnte also aus Gallensteinen ein unreines gesittigtes 
Sterin abgeschieden werden, das zum itiberwiegenden Teil aus 
Dihydrocholesterin bestand. Nach der Behandlung mit Na-Xylol 
konnten auBer dieser Substanz noch kleine Mengen von «-Chole- 
stanol isoliert werden, die sich zweifellos aus dem Dihydro- 
cholesterin gebildet hatten. Es wurde kein Anhaltspunkt fir 
das Vorhandensein von Koprosterin gewonnen. 


Gallensteine sind pathologische Produkte. Es muBte daher mit 
der Moglichkeit gerechnet werden, daB sich in normalen Organen 





1) Biochem. Z. 33, 474 (1911). 
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neben dem Dihydrocholesterin auch Koprosterin befindet. Wir 
haben daher auch andere Cholesterinpriparate aufgearbeitet: 

Kiaiufliches Cholesterin (Merck), Schmelzp. 145° Das 
Cholesterin war aus Gehirn isoliert und in der Fabrik gereinigt 
(umkrystallisiert?) worden. Es muBte also damit gerechnet 
werden, da8 ein etwa vorhandener Anteil von Koprosterin durch 
die Reinigung in der Fabrik verloren gegangen war. Bei der 
Analyse zeigte das Praparat einen Gehalt von etwa 1,2°/, ge- 
sittigtem Sterin. Es wurden 100 ¢ verarbeitet und nach der 
Bromierung 4,3 ¢ Digitonid isoliert. Das vom Digitonin befreite 
Sterin hatte den Schmelzp. 115° und unterschied sich in nichts 
von dem aus Gallensteinen gewonnenen. Nach der Behandlung 
mit Xylol und Na (vgl. oben) konnte nur Dihydrocholesterin 
(Schmelzp. 139,5°) gewonnen werden. 

Es standen uns weiter 85g rohes Cholesterin aus 
Menschenleber zur Verfiigung.t) Das Praiparat war vordem 
zweimal aus Alkohol umkrystallisiert und auch hier war also 
ein Verlust an etwa vorhanden gewesenem Koprosterin zu er- 
warten. Es konnten 0,2 ¢ gesittigtes Sterin gewonnen werden 
vom Schmelzp. 117°, der bei 6fterem Umkrystallisieren auf 128° 
stieg. Eine Behandlung mit Na und Xylol wurde nicht durch- 
gefiihrt. | 

Von den Chemischen Werken Grenzach?) erhielten wir zu 
unseren Versuchen eine Menge von 172g Unverseifbarem aus 
Rinderovarien. Es handelte sich um eine dunkelbraune, 
eroBtenteils krystallisierte Masse, deren F'arbe aber in der Haupt- 
sache aus den sog. Lipochromen’) bestand. Sie verschwand schon 
nach Zugabe ganz geringer Mengen von Brom, und es blieb nur 
eine geringe gelbe Farbe. Die Cholesterinbestimmung ergab in 
den 172 ¢ Unverseifbarem 49,2 g mit Digitonin fallbare Sterine. 
Die Fallung nach Bromierung an einer kleinen Probe ergab einen 
Gehalt an gesittigtem Sterin von etwa 2,1°/,. Die Gesamtmenge 
wurde aus Alkohol umkrystallisiert, um in der Mutterlauge evtl. 
eine Anreicherung von Koprosterin zu erhalten. 

Der Riickstand der Mutterlauge wird in 700 ccm Alkohol 





1) Der gréBte Teil war uns von Herrn Prof. Thannhauser itberlassen 
worden, dem wir auch an dieser Stelle bestens danken wollen. 

2) Auch hierfiir sprechen wir den Chemischen Werken Grenzach, ins- 
besondere Herrn Prof. Griin, unseren herzlichsten Dank aus. 

8) Aus den Ovarien 1a4Bt sich Carotin isolieren (Willstatter und 


Escher). 
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gelést. Nach dem Abkihlen werden 41,5 g Cholesterin abfiltriert 
mit einem Gehalt von etwa 2°/, gesiittigtem Sterin; es bleiben 
also etwa 8g Cholesterin in der Mutterlauge. Diese wird zur 
Trockne gebracht und mit leicht siedendem Petrolither aus- 
gezogen (Koprosterin ist in Petrolither leicht léslich). Es gingen 
4,3 ¢ Cholesterin in Lésung. In dem zuriickbleibenden Anteil 
enthielt das Cholesterin ebenso wie in dem gelésten Anteil etwa 2°/, 
hydriertes Sterin. Es lieB sich also durch Umkrystallisieren aus 
Alkohol oder durch Behandlung mit Petroliither das gesiittigte 
Sterin nicht anreichern. Das durch die Umkrystallisation aus 
Alkohol gewonnene Cholesterin wurde wie das Gallensteinchole- 
sterin behandelt. Da das Sterin selbst ein wenig gefirbt war 
und die Farbe bei der Bromierung nicht vollstindig verschwand, 
war der Endpunkt der Bromierung schwer zu erfassen. Ks wurde 
anscheinend nicht vollstindig bromiert, denn das aus dem Digi- 
tonid nach der Bromierung gewonnene Sterin gab eine positive 
Salkowskische Probe. Es wurde noch einmal in Alkohol bromiert 
und gefallt. Danach lieBen sich 0,3 ¢ eines vollig gesittigten 
Sterins von denselben Eigenschaften wie die aus anderen Organen 
isolierten Sterine gewinnen, und es wurde auch in diesem Priparat 
kein Anhaltspunkt fiir das Vorhandensein von Koprosterin ge- 
funden. 





4, Mitteilung: Untersuchung der Sterine aus verschiedenen Organen 
auf ihren Gehalt an gesattigten Sterinen. 


Von 


R. Schénheimer, H. v. Behring und R. Hummel. 





Die Darstellung des Unverseifbaren aus Organen geschah meist 
folgendermaBen: Die Organe werden zerkleinert und mit 15°, 
Salzsiiure unter Einleiten von Kohlensiure oder sauerstofffreiem 
Stickstoff so lange zerkocht, bis sie gerade gelést sind. Es darf 
nicht zu lange gekocht werden, weil die dann in grofer Menge 
auftretenden Melanoidine die nachfolgende Extraktion mit Ather 
stéren. Die Lésung wird in grofen Scheidetrichtern (5 Liter) 
mit Ather erschépft, und aus diesem Ather wird das Unverseifbare 
nach den bekannten Verfahren dargestellt. Es mu8 bei jedem 
Erwirmen oder Kochen Stickstoff oder Kohlensiiure eingeleitet 
werden, weil das Unverseifbare sonst durch Oxydation 
dunkel gefirbt wird und diese Farbe die vorsichtige Bromie- 
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rung stért. Die zu unseren Zwecken verwendbaren unverseifbaren 
Massen miissen von goldgelber Farbe sein und dirfen an Farb- 
stoffen nur Lipochrome enthalten, die durch Brom leicht zer- 
stérbar sind. 

Bei der Aufarbeitung sehr grofer Organmengen (mehrere 
Kilo) trockneten wir die fein zerkleinerten Organe im Vakuum 
in dem elektrischen Trockenofen von Heraeus (Hanau) bei 
50—60° und extrahierten das staubfein zermahlene Pulver in 
groBen Soxhlet-Apparaten mit Alkohol-Ather. Wir sind uns 
dabei wohl bewuBt, daB bei dieser Aufarbeitung eine gewisse 
Menge von Unverseifbarem verloren ging, da es sich durch die 
Atherextraktion den getrockneten Organen nicht entziehen lie8. 

Flissigkeiten, wie Galle, Blut usw., wurden anstatt mit 
Salzsiure mit Kali- oder Natronlauge aufgeschlossen. 

In einem gemessenen Anteil des Unverseifbaren wird mit 
Digitonin der Gehalt an Gesamtcholesterin bestimmt. Die Be- 
stimmung der gesittigten Sterine wird genau so vorgenommen, 
wie sie in der 3. Mitteilung beschrieben ist. In der Tabelle S. 95 
sind die Resultate wiedergegeben, die an den verschiedensten Or- 
ganen gefunden worden sind. Es wurden immer 2 Kontrollen vor- 
genommen und der Mittelwert angegeben. Wenn mehrere Werte 
angefiihrt sind, handelt es sich um mehrere Organanalysen. 


Aus den Werten geht hervor, daB die Menge des mit Digitonin 
nicht fallbaren Unverseifbaren in den verschiedenen Organen 
erheblichen Schwankungen ausgesetzt ist. In keinem Organ 
wurden gesiittigte Sterine vermift, die Menge ist ausnahmslos 
gering und schwankt zwischen etwa 1 und 5°/,. Die Werte sind, 
was ihre Genauigkeit betrifft, unter den Einschrankungen zu 
betrachten, die im methodischen Teil besprochen wurden. Die 
tatsichlich vorhandenen Mengen sind sicherlich erheblich hoéher. 


Entgegen unserer Erwartung gibt es in keinem Organ eine 
wesentliche Anreicherung. Die héchsten Werte wurden bei den 
Sterinen der atherosklerotischen Aorta gefunden. Hier handelt 
es sich um Fettmassen, die sehr lange Zeit (wahrscheinlich Jahre) 
auBerhalb des Gesamtstoffwechsels deponiert bleiben (siehe 
Schénheimer.!) Hier waren also gerade soleche Verinderungen 
am Cholesterin zu erwarten, die zwangsliufig im Organismus 
einsetzen. Gerade dieser Befund spricht fir unsere Auffassung 





1) Diese Z. 160, 61 (1926) u. 177, 143 (1928). 
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Gehalt an gesattigtem Sterin. 
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Das Unverseif-'| Das Sterin ent- 
Material bare enthielt an} hielt an ge- Bemerkungen 
Gesamtsterin |sattigtem Sterin 
Kaufliches Cholesterin 
‘A. 98—99°/, 0,87—1,12°/, i 
Atherextrakt aus 
Gallensteinen etwa 96°/, 1,2—1,9°/, 
Gehirn (Mensch) 80,6°/, 1,2°/, 
Leber (Mensch). . . . 72,4°/, 1,6—1,8°/, _ 
Nebenniere (Mensch). . 45,5°/, 3,9°/, --- 
Blasengalle (Mensch). . 90,9°/, 1,7—3,1°/, ~-- 
Fistelgalle (operativ 
vom Mensch) a 69,7°/, 2,6°/, - 
Niere (Mensch)... . 87,6°/, 3,8°/5 —- 
Atherosklerot. Aorta 
(| ie 76,1°/g 5,1—5,3°/, — 
Diinndarmwand(Mensch) 79,3°/o 1,6°/, _ 
Dickdarmwand (Mensch) 75,1°/, 2,9°/ ~- 
Hundeblut ...... 98,6°/, 0,8—1,3°/, ~— 
Lymphdriisen (Rind) — 1,5°/9 Die Sterine wur- 
den iiber das Di- 
gitonid gereinigt. 
Schafwolle ...... 43,9°/, 18,9—14,3°/, 
bromid. 
Diinndarmwand (Rind) 76,4°/, 2,1°/, -- 
Herz (Rind) ..... 74,3°/, 0,7°/5 —- 


























Es fiel kein Di- 















von der intermediiren Hydrierung des Cholesterins und erklirt 
auch die Tatsache, daB es uns friher nur schwer gelang, aus der 
Aorta schmelzpunktreines Cholesterin zu gewinnen. Das Hunde- 
blut wurde besonders” deswegen herangezogen, weil Anderson?) 
bei der Aufarbeitung gré8erer Mengen auch aus diesem Material 
kein vollig reines Cholesterin darstellen konnte. Die von uns 
gefundene Beimengung von gesittigten Sterinen kann aber den 
Befund von Anderson nicht erkliren. 

Die gesittigten Sterine scheinen nach unseren Erfahrungen 
im lebenden Organismus immer mit den ungesittigten Sterinen 
vergesellschaftet zu sein. Auch in den Pflanzen scheinen sie 
tuberall in kleinerer oder gréBerer Menge vorzukommen. Bereits 





1) Z, Biol. 71, 407 (1927). 





96 R. Schénheimer, H. v. Behring u. R. Hummel, 


Anderson!) konnte zeigen, daB das Sitosterin, das bis dahin 
immer als eine einheitliche Substanz angesehen wurde, nicht 
nur ein Gemisch mehrerer optischer Isomeren darstellt, sondern 
auch erhebliche Mengen von Dihydrositosterin enthalt. Dies ist 
im Zusammenhang mit unseren Befunden deshalb besonders 
interessant, weil das Sitosterin, das verbreitetste Pflanzensterin, 
dem Cholesterin auBerordentlich aihnlich gebaut (wahrscheinlich 
stereoisomer) ist und in der Pflanze wahrscheinlich die biologischen 
Funktionen des Cholesterins ibernimmt. 

Uns standen zwei verschiedene Priparate von Sitosterin aus 
Lobelia atropoides zur Verfiigung. Ferner konnten untersucht 
werden:*) Sterine aus Kalabarbohnen, aus geschiltem Reis, aus 
Erbsen und die schon friiher von uns in anderem Zusammenhang 
untersuchten Sterine der Kaninchennahrung {Heu und Riiben®)]. 


Sitosterin’) . . ss 6 6 + » Bey, 
Sterin aus Kalabarbohnen i264 > % oO * eee 
Sterine aus Erbsen5) ............ etwal6 % 
Sterine aus Reis5) .. . . 2... etwa 6—9 %, 
Sterine aus Kaninchennahrang (Hen und Riiben) . 25,8°/, 


In der Pflanze ist also der Gehalt der Gesamtsterine an ge- 
sittigten Sterinen erheblich gréBer als beim Tier. Das mag viel- 
leicht damit in Zusammenhang stehen, daB die Pflanze nicht, 
wie das Tier, iber einen Exkretionsorganismus fiir die gesittigten 
Sterine verfiigt, weshalb sie in gréBerer Menge angehiuft werden. 





1) Anderson, Am. Chem. Soc. 46, 1450 (1924); Anderson, Nahen- 
hauer u. Shriner, J. of biol. Chem. 71, 389 (1927); Anderson u. Shriner, 
J. of biol. Chem. 71, 401 (1927); J. Am. Chem. Soc.48, 2976 (1926); Anderson, 
Shriner u. Burr, J. Am. Chem. Soc. 48, 2897 (1926); Nahenhauer u. 
Anderson, 48, 2972 (1926). 

2) Pflanzensterine, die iiber die Bromderivate aus Gemischen isoliert 
waren (Stigmasterin, Brassicasterin usw.) haben wir nicht weiter untersucht, 
weil bei diesen Praparaten schon durch die Art der Darstellung Trennungen 
von gesattigten Anteilen zu erwarten gewesen sind. Die in unserem Besitz 
befindlichen Praparate von Stigmasterin enthielten noch kleine Mengen 
solcher Substanzen. 

3) Diese Z. 180, 32 (1929). 

*) Bei der Bromierung der Pflanzensterine bildet sich kein schwer lés- 
liches Dibromid. Aus diesem Grunde fallt hier eine der Fehlerquellen (vg!. 
S. 83) fort. 

5) Die Bestimmung ist ungenau, weil uns von dem Unverseifbaren nur 
40—50 g zur Verfiigung standen. 








ae 
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5. Mitteilung: Sind gesattigte Sterine resorbierbar? 


(Mit Bemerkungen iiber das Verhalten der Lymphe des Ductus thoracicus 
wihrend der Fett- und Sterinresorption.) 


Von 


H. v. Behring und R. Schénheimer. 





Es wurden 2 Methoden verwandt, um diese Frage zu ent- 
scheiden: Es wurden Miuse mit Koprosterin bzw. Dihydro- 
cholesterin gefiittert, das Unverseifbare aus den Tieren hergestellt 
und dessen Gehalt an gesittigten Sterinen ermittelt. Diese Ver- 
suchsanordnung schien nicht sehr aussichtsreich, weil schon die 
Uberlegung zeigte, da8, auch wenn diese Stoffe resorbiert wurden, 
sie nicht gespeichert werden kénnen, denn beim Fleischfresser 
befinden sich im Darm immer grofe Mengen gesiittigter Sterine. 
Die Analysen der vorigen Mitteilung ergaben aber, daB nur ver- 
hiltnismiBig geringe Mengen von Dihydrocholesterin in den 
Organen vorhanden sind. Wenn also resorbiert worden wiire, 
so wire bestimmt nicht gespeichert worden, sondern die Sub- 
stanzen wiiren zum gréBten Teil wieder ausgeschieden worden. 
Es zeigte sich bei den Tieren nach Fiitterung mit gesittigten 
Sterinen in dem Unverseifbaren der gesamten Tiere keine An- 
reicherung von gesittigten Sterinen. 

Entschieden konnte die Frage der Resorption durch die 
Untersuchung gréBerer Mengen von Fistelfliissigkeit aus dem 
Ductus thoracicus des Hundes werden. Wenn diese Sterine 
resorbierbar sind, so miissen sie wihrend der Nahrungsresorption 
in der Lymphe gefunden werden, denn ein grofer Teil der Nahrung 
(vor allem des Cholesterins) geht den Weg in den Ko6rper iiber 
die Ductuslymphe. Einigen der Hunde gaben wir Zulagen von 
Dihydrocholesterin und Koprosterin (letzteres unrein aus Faeces 
isoliert). Wir iberzeugten uns an solchen Tieren, die keine Zu- 
lagen erhalten hatten, daB nach AbschluB des Versuches in den 
Faeces erhebliche Mengen von gesittigtem Sterin vorhanden waren. 
Obwohl bei den Tieren im Darm grofe Mengen von gesiittigtem 
Sterin vorhanden waren, wurde nur Cholesterin resorbiert. Das 
aus der Ductuslymphe isolierte Sterin war das einzige 
Koérpersterin, in demsich mit unserer sehr empfindlichen 
Methode fast kein gesittigtes Sterin nachweisen lief. 
Aus diesen Befunden mu geschlossen werden, da8 das Dihydro- 
cholesterin, das iiberall im Kérper vorhanden ist, nicht resorbiert, 
sondern im Organismus selber gebildet wird. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXCII. 
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Die Versuche scheinen uns auch deshalb interessant, weil Thann- 
hauser*) es wahrscheinlich gemacht hat, daB Allocholesterin und Koprosterin 
beim Hunde in Gallensauren iibergehen kénnen. Es ist unméglich, daB etwa 
vom Darm aus resorbiertes Koprosterin (Thannhauser injizierte seine 
Sterine!) diese Umwandlung in der Leber erfaihrt. Viel gréBere Wahrschein- 
lichkeit Latte die Vermutung, daB im Organismus Allocholesterin vorhanden 
ist, das zu dieser Umwandlung befahigt ist, aber bisher wegen der leichten 
Umlagerung in Cholesterin noch nicht nachgewiesen werden konnte. 


Versuchsteil. 


a) Speicherungsversuche an Mausen. 
(Mit besonderer Beteiligung von L. Schindel.) 


Zu jedem Versuche wurden 10 Miuse verarbeitet. Sie er- 
hielten wiihrend 10 Tagen zu ihrer gewdhnlichen Nahrung von 
Brot und Schweineschmalz eine Zulage von 10 mg Desoxychol- 
siure und 10 mg des betreffenden Sterines. Die Tiere wurden 
durch Nackenschlag getétet, das Fell mit Alkohol und Ather 
gewaschen und der Magen-Darmtractus entfernt. Die zerschnitte- 
nen Tiere wurden etwa 1 Stunde in 15°/, Salzsiiure zerkocht und 
die Liésung mit Ather erschépft. Aus dem Atherextrakt wurde 
nach Verseifung das Gesamtsterin mit Digitonin ausgefallt, das 
Digitonid mit Xylol zersetzt und in diesem Sterin nach der be- 
schriebenen Methode der Gehalt an gesiittigtem Sterin bestimmt. 
Dabei zeigte sich auffallenderweise, da8 normale Miause einen 
viel héheren Gehalt an gesittigten Sterinen besitzen, als wir an 
anderem tierischen Material gefunden haben. Er kommt dem 
Gehalt nahe, den wir in Pflanzensterinen fanden. 

















ne Das Gesamtsterin ent- 
8 ; hielt gesattigtes Sterin 
Keine Zulage ..... 8,2°/5 
Keine Zulage ..... 9,3°/, 
Keine Zulage ..... 9,4°/, 
Cholesterin ...... 6,0°/,?) 
Koprosterin ...... 8,9°/, 
Koprosterin ...... 7,8°/ 
Dihydrocholesterin 9,6°/, 
Cholsiure ohne Sterine . 10,2°/, 





1) Enderlen, Thannhauser u. Jenke, Arch. f. exper. Path. 130, 
308 (1928). 

2) Der niedrige Wert kann damit erklirt werden, daB das Cholesterin 
resorbiert und gespeichert wird und daher die Konzentration der bereits vor- 
handenen gesittigten Sterine verminderter erscheint. 
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b) Resorptionsversuche an der Fistel des Ductus thoracicus. ') 


Die Hunde erhielten unmittelbar vor der Operation eine 
Mahlzeit von 200g Butter oder Erdnu86l, worin etwa 1—2 ¢ 
des betreffenden Sterines gelést war. Das Fett war mit Brot oder 
Haferflocken vermengt. Die ‘Tiere wurden ohne vorherige 
Morphiumgaben (Morphium schidigt, wie wir uns iberzeugten, 
die Fettresorption erheblich) mit Ather schwach annarkotisiert und 
erhielten dann intraperitoneal eine Injektion von 0,05 g pro Kilo 
Amytal.2) Dieses Mittel hat uns bei den Versuchen am Ductus 
thoracicus ausgezeichnete Dienste geleistet, da es hiermit gelingt, 
iiber eine lange Zeit eine sehr oberflachliche Narkose zu halten, 
durch die die Fettresorption nicht gestért wird. Bei sehr tiefen 
Narkosen liuft auch nach der Fettmahlzeit aus der Fistel nur 
eine klare serdse Fliissigkeit, waihrend bei der oberflichlichen 
Narkose eine dicke, milchige Masse mit sehr gro8em Fettgehalt 
herausquillt. Erst wenn im Darm kein Fett mehr vorhanden ist, 
wird die Lymphe wieder klar. 

Die Operation dauerte bis zum Einlegen der Kaniile 1 bis 
2 Stunden. Die in den Ductus eingebundene Kaniile muBte etwa 
alle 2—3 Minuten mit Hilfe einer Capillare mit ganz geringen 
Mengen von Oxalat oder Fluorid ausgewaschen werden, um eine 
Gerinnung zu vermeiden. Die Dauer des Lymphflusses war in 
den Versuchen sehr verschieden. Meist konnte die Fistel 5 bis 
6 Stunden offen gehalten werden, in einigen besonders giinstigen 
Fallen sogar tber 20 Stunden. Nach 6 Stunden war meistens 
die Resorption beendet und die Lymphe wieder klar. 

Leider war es nicht méglich, die Konzentration der Lymphe 
an Fett und Sterinen genau anzugeben, da sie mit Fluorid oder 
Oxalat verdiinnt war. Deshalb sind auch die Werte fiir die 
Lymphmengen nicht ganz genau. 

Wir konnten uns noch einmal davon iiberzeugen, da das in 
der Lymphe wihrend der Resorption auftretende Fett tatsiichlich 
Nahrungsfett darstellt. Die Lymphe eines Hundes, der niichtern 
operiert wurde und dessen Lymphe fast wasserklar war, besaB 
in 20cem einen Gesamtfettgehalt von 102 mg entsprechend 
0,51°/,. Ein anderer Hund, der vor der Operation 50 cem Erdnu8él 
erhielt, gab eine Lymphe, die 2,5°/, Fett enthielt. Die aus dem 
Fett der Lymphe abgeschiedenen Fettsiuren hatten eine Jodzahl 





1) Fir die wertvolle Hilfe bei den ersten Operationen sprechen wir 
Herrn Dr. Abeloff (New York) unsern besten Dank aus. 

*) Eli Lilly u. Co., Indianopolis (U. 8. A.). 
7* 
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(mit Pyridin-Sulfat-Dibromid nach Rosenmund und Kuhn- 
henn?) von 89,02 und die Fettsiuren des verfiitterten ErdnuBéles 
eine Jodzahl von 88,52. Von besonderem Interesse ist die Tat- 
sache, daB das Fett der Ductuslymphe, auch wenn keine Sterine 
dazugefiittert werden, einen nicht wunerheblichen Steringehalt 
besitzt. So konnten nach Fiitterung von Erdnuf6l aus 4 g Lymph- 
fett 214,1 mg Cholesterin = 5,8°/, isoliert werden, das nach 
zweimaligem Umkrystallisieren den Schmelzp. 147,5° hatte und 
sich als reines Cholesterin erwies.*) Zweifelsohne haben wir es 
hierbei mit dem Cholesterin zu tun, das mit Darmsaft und Galle 
in das Darmlumen abgegeben wird (siehe auch letzte Mitteilung), 
hier riickresorbiert und auf dem Weg iiber die Lymphe dem 
Organismus wieder zugefiihrt wird. So zeigten auch die Lymphen 
von Hunden, die nach Gaben eines wifrigen, praktisch sterin- 
freien Aufgusses von 20 g Haferflocken operiert wurden, in einem 
Fall 19°/,, in einem andern Fall 24°/) Sterin im Lymphfett. Aus 
diesen Werten geht hervor, daB in der Lymphe die Menge der 
Sterine unabhingig von der Menge des resorbierten Fettes ist. 

Im Verlauf dieser Versuche konnten wir erneut in scharfer 
Weise einen Beweis dafiir erbringen, daS Pflanzensterine nicht 
resorbiert werden: Es erhielt ein Hund 2 g Sitosterin in 50 ccm 
ErdnuB6l gelést. Aus 170 ccm wihrend der Resorption ent- 
nommener Lymphe konnten wir 3,2 ¢ Fett mit einem Gehalt 
von 4,5°/, Sterin isolieren. Das Sterin ergab nach einmaliger 
Umkrystallisation aus Methylalkohol einen Schmelzpunkt von 
146,5°, nach zweimaliger Umkrystallisation einen Schmelzpunkt 
von 147,5°, Das Acetat hatte den Schmelzp. 118,5°. Es handelte 
sich also um reines Cholesterin. Eine irgend wesentliche Bei- 
mengung von Sitosterm hatte sich in den Schmelzpunkten be- 
merkbar machen miissen. 

Bei einer anderen Reihe von Hunden wurde die Resorption 
nach Fitterung gesattigter Sterine verfolgt. In den ersten Ver- 
suchen dieser Reihe gaben wir Cholesterin in Schweineschmalz. 
Nach Beendigung des Versuches fanden wir im Darm des Tieres 
groke Mengen gesittigter Sterine (,,Koprosterin’), die also der 
Resorption zur Verfiigung gestanden hatten. Zwei solcher Ver- 
suche ergaben zusammen 161 mg Lymphsterin. In einem dritten 
Versuch verfiitterten wir 1 g Cholesterin + 2 g rohes Koprosterin 
aus Menschenkot und konnten aus der Lymphe 112 mg Sterin 


1) A.a. O. 
®) Das verfiitterte ErdnuB6l enthielt 0,27°/, Sterin. 
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Beide Praiparate wurden zur Bromierung vereinigt. 


Es lieB sich danach mit Digitonin (Einwirkungsdauer 48 Stunden) 
Die Versuche sind der Ubersicht 


kein Niederschlag erzeugen. 
halber in Tabellenform zusammengefaBt. 








Gefiittertes 
Sterin 


Menge d. 
unter- 
suchten 
Lymphe 





2 g Sitosterin 
(Geh. a. Dihydro- 
sitosterin 8,5°/)) 


2 g Cholesterin 


2 g Koprosterin 

(a. Menschenkot 

2mal umkrystal- 
lisiert schw. 


Salkowski) 


2 g Dihydrosito- 
sterin 


Keine Sterin- 
zulage (50 g Erd- 
nuBo6l mit 
0,27°/, Sterin) 


Keine Sterinzu- 
lage, keine Fett- 
zulage (Auszug 
aus 20 g Hafer- 
flocken) 


desgl. 





170 ccm 


25 


310 


140 


280 


20 


25 





Gesamt- 
Fett- 
Menge 


3,2 2 
0,738 
5,2 
2,3 


4,0 


0,10 


0,156 





Gehalt d. 
Fettes an 
Sterin 


4,5°/o 


9,5 


4,2 


3,8 


5,3 


19 


Gehalt des Ge-| 


samtsterins an 
gesattigten 
Sterinen') 


0 


0 


Nach Digitonin- 
zusatz nicht 
wigbare Fallung 


Nach Digitonin- 


zusatz nicht 
wigbare Triibung 


Nicht bestimmt 








24 


Nicht bestimmt 





Bemerkungen 


Nach 2 maliger 
Umkrystallis. 
Schmelzp. 147° 
Acetat 


Nach | maliger 
Umkrystallis. 
Schmelzp. 146° 


Nach 2 maliger 
Umkrystallis. 
Schmelzp. 148° 


Nach 2maliger 
Umkrystallis. 
Schmelzp. 147,5° 


Gesittigte Sterine waren also in den aus den Lymphen iso- 
lierten Gesamtsterinen in den meisten Fiillen gar nicht nachzuweisen 
oder ihre Menge lag gerade an der Nachweisbarkeitsgrenze. Das 
Sterin des Ductus thoracicus ist demnach in bezug auf gesiittigte 
Beimengungen das reinste Cholesterin, das wir bisher aus 
Organen isoliert haben. 

Aus den Versuchen mit reiner Fettfiitterung geht weiter 
hervor, da8 das in der Lymphe des Ductus thoracicus vorhandene 





1) Zur Untersuchung auf gesittigte Sterine wurde nach dem Um- 
krystallisieren zur Bestimmung des Schmelzpunktes die gereinigte Substanz 
zu den Mutteriaugen getan und im Vakuum zur Trockne gebracht. 
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Sterin nur zum Teil aus der Nahrung stammt. Ein wesentlicher 
Anteil entfallt auf das staéndig mit der Galle und dem Darmsaft 
in das Darmlumen abgegebene Cholesterin. Gallencholesterin ent- 
hilt aber etwa1,2°/, Dihydrocholesterin (siehe §. 95), das von der 
Resorption also auch zuriickgehalten wird. Die Lymphe des Ductus 
thoracicus ist jedoch andererseits nicht allein als eine reine Chylus- 
fliissigkeit anzusehen, da sie aus fast allen Organen der Bauch- 
hohle gespeist wird. Das hierbei mitgefiihrte Cholesterin kann 
aber an Menge nur unbedeutend sein, da Organcholesterin einen 
betriichtlichen Gehalt an Dihydrocholesterin besitzt (siehe Tabelle 
5.95), der sich auch bei unseren Analysen bemerkbar gemacht hatte. 





6. Mitteilung: Uber die Exkretion gesattigter Sterine. 


Von 


R. Schénheimer und H. v. Behring. 





Die Hauptmenge des Cholesterins verliBt den K6rper mit 
den Faeces und ein anderer, erheblich geringerer Teil durch die 
Haut mit dem Talg. In den wbrigen Sekreten, wie etwa dem 
Harn, werden keine nennbaren Sterinmengen gefunden. Die 
Sterine der Faeces sind zum gréfSten Teil gesittigt. Nur bei be- 
sonderer Diit (Milchkost) sollen auch gréBere Mengen von un- 
gesiittigtem Cholesterin ausgeschieden werden (vgl. O. Bischoff, 
erscheint in Biochem. Z.). Windaus und Uibrig?) konnten nach- 
weisen, da in den Faeces ein Gemisch von Koprosterin und 
Dihydrocholesterin vorliegt, in dem der Anteil des Koprosterins 
bei weitem tiberwiegt. 

Um die Angaben von Biirger und Mitarbeitern?) nachzupriifen, die 
behaupten, daB in den Faeces immer mindestens die Halfte der Sterine aus 
reinem Cholesterin besteht, haben wir mit unserer Methode die Faeces von 


fiinf gesunden Personen bei gemischter Kost untersucht. Wir fanden in dem 
Unverseifbaren, das auf schonende Art isoliert war: 

















Unverseifbares enthielt | Gesamtsterin enthielt ang 
Gesamtsterin gesittigtem Sterin 
65,1°/, 89,4°/, 
62,3°/, 90,2°/, 
56,5°/5 97,8°/, 
68,4°/, 94,2°/, 
59,3°/5 89,8°/, 








1) A. a. O. 2) A. a. O. 














sanitary 
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Wir kénnen also der Ansicht dieser Autoren nicht beipflichten. 
Es wird bei gemischter Kost von normalen Versuchspersonen ein 
fast vollig gesittigtes Sterin ausgeschieden. Die Werte von Birger 
kénnen wir nur mit der fehlerhaften Methode erkliren (siehe 
Mitteilung 2.1) 


Wir haben nicht untersucht, ob bei bestimmten Kostformen gréBere 
Mengen von ungesattigtem Sterin auftreten. Wir halten das fiir sehr wahr- 
scheinlich. Sicher ist, daB bei Zulage von ungesittigten Pflanzensterinen 
diese fast unverindert ausgeschieden werden. Dorée und Gardner?) fanden 
im Pferdekot dieselben Sterine, wie sie im Heu vorhanden waren, und Schén- 
heimer*) konnte das Sterin der Kaninchenfaeces mit dem Steringemisch 
ihrer Nahrung (Heu und Riiben) identifizieren. Auch der Mensch kann zu- 
gefiihrtes Sitosterin nicht hydrieren. Eine gesunde Versuchsperson nahm bei 
sonst gemischter Kost innerhalb von 2 Tagen 2 g Sitosterin in Butter gelést 
und diese Butter in kleinen Portionen auf Brot gestrichen. Vor dem Versuch 
fanden sich in 1,34 g Sterin der Tagesportion 99,2°/, gesattigte Sterine. In 
dem wahrend 3 Tage gesammelten Kot fanden sich 5,2 g Gesamtsterin und 
nur 68,2°/, gesattigtes Sterin.*) 

Dieser Versuch mag vielleicht deshalb nicht ganz einwandfrei sein, weil 
er nicht unter den dafiir notwendigen prizisen ,,Stoffwechselbedingungen‘ 
vorgenommen wurde, und weil vor allem in der Nahrung die Sterine in anderer 
Bindung vorliegen, als wir es im Versuch mit reinen Substanzen nachahmen 
kénnen. Wir haben deswegen Nahrungs- und Faecessterine bei reiner Pflanzen- 
fitterung verglichen. Uns standen noch kleine Mengen der Sterine zur Ver- 
fiigung, die von Schénheimer*) aus dem Kaninchenfutter und aus den 
Faeces der damit gefiitterten Tiere isoliert waren. Beide Substanzen waren 
schon frither durch Umkrystallisieren usw. gereinigt. Die Nahrungssterine 
enthielten 25,8°/, gesattigte Sterine, und das Faecessterin 25—30°/, (letzterer 
Wert ist ungenau, da nur noch 30 mg der Substanz vorhanden waren). Ein 
Hund wurde mit Reis und Erbsen, sowie sehr kleinen Mengen von Fleisch- 
extrakt gefiittert. In der Nahrung hatten die Sterine einen Gehalt von etwa 
14°/,, in den Faeces etwa 19,3°/, an gesattigten Sterinen. 


Aus diesen Versuchen geht hervor, da8, wenn Pflanzensterine 
tberhaupt verindert werden kénnen, die Menge nur sehr gering 
ist. Viel wahrscheinlicher ist, daB die kleine beobachtete Zunahme 


1) Auch die Angabe von Biirger und Winterseel [Z. exp. Med. 66, 
463 (1929)], daB bei Lebercirrhose in den Faeces ein noch viel geringerer Teil 
von Sterin gesittigt sei, kénnen wir an einem (autoptisch gesicherten) Fall 
nicht bestatigen. Verschiedene Kotportionen enthielten: 91,9°/), 93,4°/), 
89,2°/), gesattigtes Sterin im Gesamtsterin. 

2) Proc. of the Royal Society of Med. London 80, 217 (1907). 

3) Diese Z. 180, 32 (1929). 

‘) Herr Prof. Windaus teilte mir persénlich mit, daB er schon vor 
vielen Jahren einen analogen Versuch ausgefiihrt hatte, wo bei einem Menschen 
nach Zufuhr von Sitosterin dasselbe unverindert aus den Faeces wieder- 
gewonnen werden konnte. 
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von gesiittigtem Sterin im Kot auf eine Beimengung von ge- 
siittigten Derivaten des Cholesterins besteht, die entweder als solche 
in das Darmlumen abgegeben oder dort hydriert worden ist. 

Unser Hauptaugenmerk wurde der letzten Frage zugewandt. 
Ks ist bereits darauf hingewiesen worden, da8 von allen Unter- 
suchern angenommen wird, daB die gesittigten Sterine erst im 
Warm durch eine Hydrierung des Cholesterins bei der bakteriellen 
l’aiulnis entstehen, ohne daB es allerdings gelungen ist, diesen Vor- 
gang in vitro zu reproduzieren. (Vgl. 1. Mittlg.) 

Auf Grund unserer Ergebnisse, die zeigten, da& das Dihydro- 
cholesterin ein stiindiger Begleiter des Cholesterins in den Organen 
ist, daB es aber nicht durch Resorption dorthin gelangt sein kann, 
vermuteten wir, daB es ein Produkt des intermediairen Cholesterin- 
stoffwechsels ist und nach seiner Bildung aus Cholesterin in den 
Darm gelangt und ausgeschieden wird, da8 es sich also um einen 
Schlackenstoff handelt. Unsere Aufgabe war es demnach, den 
Ort zu finden, wo das gesittigte Sterin seinen Weg vom Korper 
in den Darm nimmt. 

Friiher wurde angenommen, da8 der gréBte Teil des Chole- 
sterins aus dem Kérper mit der Galle in den Darm gelangt. Das 
hiiufige Vorkommen von Gallensteinen, die praktisch nur aus 
Cholesterin bestehen, trug zu dieser Auffassung bei. Neuerdings 
ist von Sperry?) gezeigt worden, daB auch nach Anlegung einer 
totalen Gallenfistel eine sehr groBe Menge von Sterinen mit den 
Kaeces abgegeben wird, eine Beobachtung, die von Beumer und 
Hepner?) bestitigt wurde. Unter diesen Bedingungen wird sogar 
mehr Cholesterin als bisher ausgeschieden, fiir welche Tatsache 
bisher noch keine Erklirung gefunden wurde. Birger und 
Winterseel’) fanden auch bei einem Patienten mit volligem 
Gallengangsverschlu8 durch Carcinom eine betrachtliche Aus- 
scheidung von Sterinen mit den Faeces. Diese Versuche beweisen 
zwingend, da es auch aufer der Galle einen Ausscheidungsweg 
fiir Cholesterin in den Darm gibt. Unsere Untersuchungen an 
Gallensteinen, an Blasengalle und Fistelgalle (siehe Mitteilung 4) 
zeigten deutlich, daB die mit der Galle beférderten Mengen von 
gesiittigten Sterinen nicht bedeutend sind. Wir fanden in einem 
Fall von operativ gewonnener Fistelgalle des Menschen (Chole- 





J. of biol. Chem. 85, 455 (1930); 82, 560 (1929). 
Z. f. exp. Med. 64, 787 (1929). 
Z. 


) 
2) 7, f. 
*) Z. f. exp. Med. 66, 459 (1929). 
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dochusdrinage nach Gallensteinverschlu8) im Liter etwa 2 ¢ 
Gesamtsterin mit einem Gehalt von 2,5°/, gesittigten Sterinen. 
Das sind bei einem Gallenflu8 von etwa 1 Liter pro Tag 50 mg 
gesiittigtes Sterin. Wahrend das Gallencholesterin sicherlich zum 
ordBten Teil riickresorbiert wird, muB etwa diese Menge von 
Dihydrocholesterin mit den Faeces ausgeschieden werden. Die 
Galle ist also, auch wenn beim normalen Menschen die Werte 
viel hoher legen sollten, nicht in der Lage, alles Dihydrocholesterin 
zu liefern, das mit den Faeces abgegeben wird. 

Schon diese Befunde deuteten auf die Richtigkeit der An- 
schauungen von Sperry hin. Es mu8 noch ein anderer Aus- 
scheidungsweg existieren, auf dem gréBere Mengen von gesittigten 
Sterinen den K6rper verlassen kénnen. Eine bisher wenig beriick- 
sichtigte Mitteilung von R. Béhm!) zeigte uns den Weg, wie 
wir weiter arbeiten konnten. Béhm hatte den Inhalt einer 14 Jahre 
beiderseitig abgeschlossenen menschlichen Darmschlinge untersucht. 
Der Inhalt war steril. Aus dieser lehmgelben, fettig erscheinenden 
Masse konnte er durch Extraktion mit organischen Lésungsmitteln 
und haufigem Umkrystallisieren reines Dihydrocholesterin 
isolieren. Die Menge muB also sehr bedeutend gewesen sein. 
Diese Beobachtung von Béhm gewann fiir uns deswegen be- 
sondere Bedeutung, weil auf Grund seiner Darstellungsmethode 
ausgeschlossen werden kann, daB neben dem Dihydrocholesterin 
noch irgend nennbare Mengen von Cholesterin oder Koprosterin 
vorhanden waren, da diese die Reinigung seines Praiparates ver- 
hindert hatten. Diese Beobachtung von Béhm ist noch vor der 
Auffindung des Dihydrocholesterins in den Faeces (Windaus 
und Uibrig) gemacht worden. Die Béhmschen Ergebnisse 
kénnen nur so erklirt werden, da8B in seinem Fall das Dihydro- 
cholesterin in die Darmschlinge sezerniert worden war, und dab, 
falls auBerdem auch Cholesterin in den Darm abgegeben worden 
war, dieses riickresorbiert worden ist. Eine Fiaulnis war aus- 
zuschlieBen, weil der Inhalt steril war und, wenn etwa durch 
Bakterien die Hydrierung schon zu einer Zeit eingesetzt hitte, 
als der Inhalt noch faulte, so miiBte ebenso wie in den Faeces 
auch Koprosterin vorgelegen haben. Diese Mitteilungen weisen 
darauf hin, da8 tatsichlich in den Darm, so wie es Sperry an- 
genommen hatte, gréBere Mengen von Sterinen sezerniert werden 
und, was fiir uns das Wichtigste ist, da8 unter so giinstigen Be- 





1) Biochem. Z. 38, 474 (1911). 
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dingungen das sezernierte Sterin ausschlieBlich oder fast aus- 
schlieBlich Dihydrocholesterin ist, welches wir in kleinen Mengen 
iiberall im Organismus, aber niemals in grofer Konzentration 
gefunden haben. 

Wir haben daher im Tierversuch an Hunden die Exkretion 
durch die Darmschleimhaut untersucht. Zuerst versuchten wir, 
groBere Mengen von Darmfistelfliissigkeit zu gewinnen. Wir 
legten Diinndarm- und Dickdarmfisteln an, ohne jedoch guten 
Erfolg zu haben, da fiir eine Identifizierung der Sterine relativ 
groBe Mengen erforderlich sind. In der Fliissigkeit befinden sich, 
wenn frisch untersucht wird, bekanntlich auferordentlich grofke 
Mengen von Zellen, die sich als Lymphocyten erweisen. Schon 
nach kurzer Zeit werden diese von den ermenten zerstért, und es 
lassen sich dann kaum mehr Zellen finden. Auf die physiologische 
Bedeutung dieser Lymphocyteneinschwemmung in den Darm ist 
in letzter Zeit von verschiedenen Seiten hingewiesen worden.?) 

In diesen Flissigkeiten lieBen sich mit qualitativen Proben 
erhebliche Mengen von Sterinen nachweisen. Unsere Haupt- 
versuche sind dann am Dickdarm des Hundes ausgefihrt worden. 
Den Tieren wurde ein Anus praeternaturalis kurz oberhalb des 
Dickdarms angelegt. Vom offenen Ende des Dickdarms wurde 
derselbe dann noch in Narkose bis zum After hinunter mit einem 
Magenschlauch sauber ausgespiilt. Dazu wurden viele Liter Wasser 
von Koérpertemperatur verwandt. Das obere Ende des Dickdarms 
wurde durch ‘Tabaksbeutelnaht verschlossen. Nach 3 Tagen 
wurde mit warmen Einliufen begonnen, um den blinden Dick- 
darm noch weiter zu reinigen. In den ersten Tagen wurde meist 
noch eine leicht blutige Flissigkeit gewonnen, niemals aber er- 
schienen Kotpartikel. Nach weiteren 2—3 Tagen roch die Spiil- 
fliissigkeit nicht mehr faul, sondern nur noch fade. Der bakterio- 
skopische Befund zeigte dann nur noch wenige Mikroorganismen. 
Mit der Spiilflissigkeit wurden aus dem Dickdarm nun regel- 
miifig schleimahnliche, weiBe Fetzen gewonnen, die deutlich das 
Relief der Schleimhaut zeigten. Bei einem Hund, der aus anderen 
Griinden in dieser Periode starb, zeigte die Dickdarmschleimhaut 
bei der histologischen Untersuchung ein véllig normales Ver- 
halten.?) Die Schleimhaut war fast iiberall mit diesen schleimigen 





1) Vgl. Ohno, Biochem. Z. 218, 206 (1930). 

2) Ein Teil der so behandelten Hunde starb an ganz akuten Magen- 
geschwiiren, aus denen sie sich verblutet haben. Auf diesen interessanten 
Befund wird an anderer Stelle eingegangen werden. 
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Massen bedeckt, die sich mikroskopisch als véllig strukturlos 
erwiesen, und mit Fettfairbemitteln leicht anfiirben lieBen. Wir 
zweifeln nicht daran, daB es sich hier um das normale Sekretions- 
produkt des Dickdarms handelt, das sich beim Vorhandensein 
von Kot mit demselben vermengt und daher unter den gewéhn- 
lichen Bedingungen nicht aufgefunden wird.?) 


In derartigen Ausspiilungen lieBen sich nun ganz erhebliche 
Mengen von Sterinen nachweisen. Leider ist es nicht méglich, 
aus dem Darm auf diese Weise die ganzen Auflagerungen zu ge- 
winnen, wenn man nicht allzu eingreifende Spilungsverfahren 
anwendet und die Tiere schidigt. Aus diesen Griinden kénnen 
wir keine Angaben dariiber machen, ob die Sekretionsmenge 
von der Nahrungsaufnahme abhingig ist.?) 

Leider nahm die Menge der sezernierten Sterine bei dieser 
Versuchsanordnung mit der Zeit ab. Von besonderem Interesse 
war fiir uns die Tatsache, daB die auf diese Weise gewonnenen 
Sterine zu einem betrichtlichem Teile gesittigt waren und sich 
einer Zusammensetzung naherten, die sonst nur in Kotsterinen 
gefunden wird. Zur Identifizierung reichten die auf diese Weise 
gewonnenen gesittigten Sterine nicht aus. 

Wir haben daher den Hunden nach einem Monat, nachdem 
alle Tage gespiilt worden war und das Darminnere zweifellos gut 
gereinigt war, den After angefrischt und zugeniht. Wir wollten 
damit eine Anreicherung der nicht riickresorbierbaren Sterine 
in dieser kiinstlichen Cyste erreichen. Der Inhalt wurde dann, 
wenn die Tiere nicht vorher an Magengeschwiiren gestorben waren, 
nach 1—2 Monaten entfernt. (Einmal wurde der Inhalt spontan 
durch einen RiB der Afternaht ausgestoBen.) 

Die Hunde wurden wihrend des ganzen Versuchs mit Fleisch, 
Kiern und Milch ernihrt. Sie nahmen trotzdem sehr stark an 
Gewicht ab und lieBen sich nur durch sehr gute Pflege lingere 
Zeit am Leben erhalten. Die regelmiBig nach der Tétung der 
Tiere untersuchte Dickdarmschleimhaut zeigte keine histologischen 
Veriinderungen. Besonders interessant scheint uns die Beschaffen- 
heit der im Dickdarm angesammelten Massen. Der Dickdarm ist 





1) Fur die Hilfe bei den ersten Operationen méchten wir auch an dieser 
Stelle Herrn Prof. Andrews (Chicago) unsern Dank aussprechen. 

*) Beumer u. Hepner haben gezeigt, daB beim Gallenfistelhund 
intravenés injiziertes kolloidales Cholesterin mit den Faeces abgegeben wird, 
also vom Darm sezerniert worden ist. [Z. ges. exp. Med. 64, 787 (1929)]. 
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nach 1—2 Monaten vollig mit einer glasigen, gelblich-weiBen, etwas 
fade, jedoch niemals faul riechenden elastischen, fast immer sterilen 
Masse angefiillt, die ganz deutlich das Schleimhautrelief zeigt. Sie 
entspricht in ihren Eigenschaften etwa der von Bohm beschrie- 
benen, von Menschen gewonnenen. Aus diesen Massen wurde 
Dihydrocholesterin isoliert. Beispiel: 


Bei der Operation wird nach Anlegung des Anus praeter der isolierte 
Dickdarm mit etwa 15 Liter warmem Wasser gespiilt. Das obere Ende des 
Dickdarms wird geschlossen. Nach 4 Tagen wird mit den taglichen Spiilungen 
begonnen. Die ersten 3 Spiilungen mit etwas Blut werden verworfen. 

6. Tag: In der Spiilfliissigkeit 75 mg Unverseifbares mit 50,2 mg 
Sterinen. Davon 43,0 mg entsprechend 86°/, gesattigt. 

7. Tag: 95 mg Unverseifbares mit 64,8 mg Sterinen, davon 49,8 mg 
oder 76,8°/, gesattigt. 

9. Tag: 28 mg Unverseifbares mit 12 mg gesattigtem Sterin. 

Nach weiteren 27 Tagen, in denen der Darm immer gespiilt wurde, 
wird der After nach Anfrischung vernaht. Nachdem der After genau 2 Monate 
verschlossen war, wurde im Kafig der Dickdarminhalt gefunden, den der Hund 
durch den Ri®B der Nahtstelle ausgestoBen hatte. Die bakterioskopische 
Untersuchung zeigte keine Bakterien.!) Bei der Ziichtung aus einer Partie 
unter der Oberflache wurden nur einige Kolonien von Coli und langen Stabchen 
erhalten. Die Masse war also fast steril.*) Sie wog 48 g, enthielt 52,9°/, Wasser 
und 3,63°/, Asche. Sie wurde nach dem Trocknen mit Alkohol in Ather und 
Chloroform extrahiert und ergab 2,18°/, Fett, das etwa 80°/, Unverseifbares 
enthielt. Es waren hier also nur verhaltnismaBig geringe Mengen von ver- 
scifbaren Substanzen (Fetten) vorhanden. Aus 416mg Unverseifbarem 
konnten 254 mg Sterin iiber das Digitonid gewonnen werden, also etwa 60°/,. 


Zur Identifizierung wurden die aus drei solchen Versuchen 
gewonnenen Sterine vereinigt. Sie gaben eine positive Lieber- 
mann-Burchardsche und Salkowskische Reaktion und nach 
dem Kochen mit Benzoylperoxyd in Hisessig Blaufairbung mit 
Schwefelsiiure als Zeichen, daB darin auch Cholesterin vorhanden 
war. Zur Bromierung wurden 380 mg in Arbeit genommen. Sie 
wurden in Alkohol gelést und nach dem Bromieren konnten 
800 mg Digitonid gewonnen werden, entsprechend 200 mg oder 
52°/, an gesittigtem Sterin. Das nach der Spaltung gewonnene 
Sterin erwies sich als gesittigt und hatte nach einmaligem Um- 
krystallisieren aus Petrolather den Schmelzp. 128° (Dihydro- 
cholesterin 141°, Koprosterin 101°). 104 mg wurden in der friiher 


1) Wir wollen nicht verfehlen, auch an dieser Stelle Fraulein R. Marget 


fiir die vielen bakteriologischen Untersuchungen zu danken. 
*) Bei den meisten anderen Versuchen wurde der Inhalt auch bei der 


Ziichtung steril befunden. 
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beschriebenen Weise mit Xylol und Natrium behandelt. Dabei 
behielten 80 mg ihre Digitoninfillbarkeit als Zeichen, daB Kopro- 
sterin nur in sehr kleiner Menge vorhanden sein konnte. Das aus 
dem Digitonid nach der Spaltung gewonnene Sterin (70 mg) hatte 
nach einmaligem Umkrystallisieren den Schmelzp. 136° und zeigte 
nach der Mischung mit reinem Dihydrocholesterin vom Schmelz- 
punkt 141° den Mischschmelzp. 139°, also keine Depression. 
Nach zweimaligem Umkrystallisieren ging der Schmelzpunkt auf 
138—139°. Zu weiteren Reaktionen reichte die Menge nicht aus. 
Die Mutterlaugen drehten nach der Lésung in Chloroform im 
Gegensatz zum Cholesterin nach rechts. 


Es kann daher kein Zweifel dariiber bestehen, daB durch 
den Darm betrachtliche Mengen von Dihydrocholesterin sezerniert 
werden. Koprosterin konnte nicht aufgefunden werden. Wiirden 
aber in den Sekreten des Darmes die beiden Isomeren in dem- 
selben Verhiltnis ausgeschieden, wie sie mit den Iaeces abgegeben 
werden, so hitte bei der Aufarbeitung das Koprosterin nicht 
iibersehen werden kénnen.!) Es werden aber zweifellos zugleich 
mit dem gesittigten Dihydrocholesterin auch griBere Mengen 
von Cholesterin ausgeschieden. Vermutlich wird ein betriichtlicher 
Teil davon riickresorbiert. Wir haben in einigen Spiilungen des 
abgeschlossenen Dickdarms neben dem gesiittigten Sterin 6fters 
viel gréBere Mengen von Cholesterin gefunden (bis zu 80°/,). Es 
ergeht diesen Gemischen wahrscheinlich ebenso, wie den mit der 
Galle in den Darm sezernierten Sterimen: Das Cholesterin wird 
zum Teil riickresorbiert, das Dihydrocholesterin, das nicht resorbier- 
bar ist, reichert sich in den Faeces an, besonders dann, wenn es 
wie in unseren Versuchen oder in dem Fall von Boehm lange in 
einer abgeschlossenen Darmschlinge liegen bleibt.?) 

Unsere Auffassung von dem Auftreten des Dihydrocholesterins 


mu8te tiberall dort zu belegen sein, wo sich innerhalb des Darmes 
ein Sekret ohne Faulnis befindet. Dazu schien das Mekonium 





1) Wir haben die Aufarbeitungsmethode zuerst an entsprechenden 
Sterinmengen versucht, die aus Menschenkot gewonnen wurden. 120 mg ver- 
loren bei der Behandlung mit Natrium und Xylol in Anbetracht ihres groBen 
Gehaltes an Koprosterin etwa 70°/, ihrer Digitoninfallbarkeit. Das aus dem 
Digitonid gewonnene Sterin war zur weiteren Reinigung an Menge viel zu gering. 

2) Noch eindeutigere Ergebnisse als an den mitgeteilten Dickdarm- 
versuchen diirften an abgeschlossenen Diinndarmschlingen zu erheben sein, 
weil diese besser riickresorbieren kénnen. Derartige Versuche sind bei uns 
im Gange. Dariiber wird demnachst berichtet. 
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geeignet, weil es bekanntlich steril ist. Allerdings kann hier ein 
negatives Ergebnis nicht beweisend sein, weil der intrauterine 
Stoffwechsel ginzlich anders ist, als der extrauterine. 


Es wurde der gesamte Darminhalt von sechs ausgetragenen tot- 
geborenen menschlichen Friichten untersucht, der sich als steril erwies. Es 
wurden 3 Darminhalte zusammen aufgearbeitet. Der Gehalt an Gesamtsterin 
schwankte zwischen 0,8—2,1°/,, berechnet auf die feuchte Substanz. Er war 
also auBerordentlich hoch. Im ersten Versuch enthielt das isolierte Sterin 
8,4°/, und im zweiten 6,7°/, gesittigtes Sterin. 

Es fanden sich also tatsichlich im Mekonium héhere Werte fiir den 
Anteil der gesittigten Sterine als im iibrigen Organismus. Es hat also auch 
hier eine Anreicherung stattgefunden, die aber bei weitem nicht so bedeutend 
ist, wie beim Erwachsenen. Das ist wohl] mit dem véllig anderen Stoffwechsel 
der Friichte erklarbar. Es ist auch fraglich, ob der Foetus sezerniertes Chole- 
sterin riickresorbieren kann. Der auBerordentlich groBe Gehalt des Mekoniums 
an Cholesterin (eine ausgetragene Frucht besitzt etwa 1/, g Cholesterin im 
Mekonium) spricht dagegen. 


Anm. bei der Korrektur: Die Sekretion von Dihydrocholesterin 
scheint noch von Bedingungen (Ernéhrung, Alter o. dgl.) abhangig zu sein, 
die wir noch nicht kennen. In zwei analogen spiteren Versuchen konnte aus 
dem Darminhalt nur sehr viel weniger gesattigtes Sterin (6 und 9°/,) isoliert 
werden. 


Somit kénnen wir das Auftreten des Dihydrocholesterins in 
den Faeces erkliren. Es handelt sich um ein intermediires 
Hydrierungsprodukt des Cholesterins, das in den Darm abgegeben 
wird und nicht rickresorbierbar ist. Es reichert sich daher im 
Kote an. Fiir das Auftreten von Koprosterin im Kot kénnen 
wir vorliufig noch keine sichere Erklirung geben und nehmen, 
wie schon in der 1. Mitteilung angegeben wurde, an, daB es tat- 
siichlich ein Produkt der bakteriellen Fiulnis ist. Dazu dirfte 
entweder nicht resorbiertes Nahrungscholesterin dienen, oder 
wahrscheinlicher der Anteil von Cholesterin, der mit Galle und 
dem Darmsekret in das Lumen eintritt und nicht riickresorbiert 
wird. 
| Die angefiihrten Versuche geben noch keinen Aufschluf 

dariiber, ob das im Darmsekret gefundene Sterin mit dem Darm- 
saft in das Lumen abgegeben wird oder aus den in das Lumen 
gelangten Zellen nach ihrer Zerstérung freigemacht worden ist. 
Wir kénnen die Mengen dieser Zellen (Darmepithelien, Lympho- 
cyten) noch nicht abschitzen. Wahrscheinlich ist sie sehr be- 
deutend. Die Untersuchung dieser Frage gestaltet sich dadurch 
sehr schwierig, weil die Zellen schon nach ganz kurzer Zeit vom 
Darmsaft zerstért werden. Fiir unsere Gesamtfragestellung ist 
diese Méglichkeit aber von geringerer Bedeutung. 
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Anhang. 


Uber die Sterine des Hautsekretes. 


Ein zweiter Ausscheidungsweg fiir das Cholesterin ist die Haut (Hueck).') 
Es unterliegt aber keinem Zweifel, daB diese Mengen viel geringer sind als 
die, die durch den Darm abgegeben werden. Im Zusammenhang mit den 
angefiihrten Tatsachen jedoch, interessierte es natiirlich, in welcher Form 
das Sterin hier vorliegt. Die Untersuchung des Hauttalges selber (durch 
Auffangen in Wasche usw.) war fiir uns nicht gangbar, weil in diesem Material 
Oxydation an der Luft zu erwarten war. Bei der Untersuchung von Woll- 
fett, das wir durch Extraktion von Wolle gewannen, konnten wir in den mit 
Digitonin faillbaren Sterinen zwar 18,9°/, gesittigtes Sterin darstellen, die 
aber nach der Isolierung eine starke Oxycholesterinreaktion (ohne Oxydation 
mit Benzoylperoxyd) gaben, so da8 wir annehmen miissen, da8 hiervon ein 
betrachtlicher Teil aus sog. Oxycholesterin besteht, das sich in der Wolle an 
der Luft bildet. 

Deswegen verzichteten wir auch auf die Untersuchung des menschlichen 
Hautsekretes und machten von einer haufigen pathologischen Verainderung 
Gebrauch, bei welcher sich Hautsekret in Cysten sammelt, die durch MiB- 
bildungen entstanden sind, nimlich den Dermoidcysten der Ovarien. Diese 
Cysten sind bekanntlich von Haut umgeben, und es sammelt sich darin im 
Laufe von Jahren ein Sekret an, das von allen auBeren Einfliissen (Luft, 
Bakterien usw.) geschiitzt ist. Wir fanden in ihnen regelmaBig betrachtliche 
Mengen von gesattigten, mit Digitonin faillbaren Sterinen. Der Gehalt war 
auBerordentlich schwankend, aber immer sehr viel héher, als er in den inneren 
Organen gefunden wurde. 




















Gesamtsterin des Das Gesamtsterin 
Material Unverseifbaren enthalt gesattigtes 
in °/, Sterin in °/, 
Cyste mit Haaren, Inh.: 23 g 4,3 7,0 
Wie oben, Inhalt: 29g... . 10,59 77,2?) 
Wie oben, Inhalt: 120g . . 3,96 27,4*) 


Demnach wird auch in die Dermoidcyste gesattigtes Sterin abgegeben. 





1) Verh. dtsch. Path. Ges. Wiirzburg. XX. Tagung. S. 41. (1925). 
*) Die Identifizierung dieser gesattigten Sterine ist in Arbeit. 








Enthalten Bakterien Stezine? 


«Von 


H. v. Behring. 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1930.) 





Diese Frage ist grundlegend fiir tierische Bilanzversuche, 
weil der Gehalt der Darmflora an selbstgebildeten Sterinen zu 
bedeutenden Stérungen AnlaB geben kénnte. Sperry!) hat 
versucht, diese Frage dadurch zu ldésen, daB8 er Faeces nach der 
Methode von Strasburger durch fraktioniertes Zentrifugieren 
aufarbeitete. Er fand erhebliche Mengen von Sterinen in der 
Bakterien- Fraktion. Diese Versuche sind nicht einwandfrei, 
weil vorauszusehen war, da die Bakterien an ihrer groBen 
Oberflache derartige Stoffe adsorbieren, die auch durch Waschen 
nicht zu entfernen waren. Auf Veranlassung von Herrn Schon- 
heimer habe ich deshalb Reinkulturen untersucht. 

Anderson und Chargaff?) hatten bereits Tuberkelbazillen 
frei von Sterinen gefunden und Beumer und Hepner’) fanden 
in Bact. coli kaum nachweisbare Mengen. 

Es standen mir je 10g Trockensubstanz von Reinkulturen 
von Bact. coli und Diphtheriebazillen zur Verfigung, die auf 
sterinfreiem Pepton-Agar geziichtet waren.*) Sie wurden mit 
Schwefelsiure hydrolysiert und die Hydrolysate mit Ather aus- 
geschiittelt. In keinem der beiden Atherextrakte lieB sich mit 
den empfindlichen Methoden (Digitoninfaillung, Liebermann- 


1) J. of biol. Chem 81, 299 (1929). 

2) J. of biol. Chem. 84, 703 (1929). 

%) Z. f. exp. Med. 64, 787 (1929). 

*) Die Trockenbakterien wurden mir liebenswiirdigerweise von den 
Behring-Werken zur Verfiigung gestellt, wofiir ich auch an dieser Stelle meinen 
besten Dank aussprechen méchte. 
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Burckhard- oder Salkowski-Reaktion) eine Spur von Sterinen 
nachweisen. 

In Ubereinstimmung mit Beumer und Hepner kann daraus 
geschlossen werden, da8 fir die Bilanz der Steringehalt der Bak- 
terien keine Rolle spielt. Es kann aber nicht ausgeschlossen 
werden, daB auch die bisher untersuchten Bakterien unter be- 
sonderen Ernihrungsbedingungen zur Bildung von Sterinen be- 
fihigt sind. 

Die vollige Sterinfreiheit der bisher untersuchten Bakterien 
gewinnt dadurch ein besonderes Interesse, weil damit zugleich 
bewiesen ist, daB die Sterine keine fundamental lebenswichtigen 
Stoffe sind, sondern erst im Laufe der phylogenetischen Ent- 
wicklung (allerdings schon frih, denn die Hefe enthialt bereits 
Sterine) auftreten. Man kénnte daraus schlieBen, da8 die Sterine 
im Zusammenhang mit Funktionen stehen, die erst spiater er- 
worben werden. 
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Beitrag zur Frage nach der Ester-Resorption. 


Von 
Rudolf Schénheimer und Rudolf Hummel. 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft.) 





Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitit Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1930.) 


Es ist noch nicht sicher, ob vor der Resorption die Fette 
vollkommen gespalten werden miissen. Es existiert dariiber eine 
groBe Literatur, aus der mit Wahrscheinlichkeit hervorgeht, daB 
der gréBte Teil vor der Resorption durch Darm- und Pankreas- 
fermente in seine Komponenten zerlegt wird. Ob aber nicht 
unter giinstigen Bedingungen doch ein Teil ungespalten die Darm- 
wand passiert, ist nicht bewiesen. Es mite zur Entscheidung 
gefordert werden, da8 nach Fiitterung eines gut charakterisier- 
baren Fettes, dieses nach der Resorption im Organismus ge- 
funden wird. 

Von diesen Gesichtspunkten ausgehend hatte Mancke!) 
Cetylacetat gefiittert, das sich als soleches, wenn es in gréBerer 
Menge vorhanden gewesen wire, sicher nachweisen lieBe. Die 
Versuche waren aber ergebnislos, weil sich herausstellte, daB der 
Cetylalkohol zu schnell abgebaut wurde. Daher lieB sich weder 
Cetylacetat noch Cetylalkohol nachweisen. 

Der Gedankengang von Mancke schien erfolgversprechend, 
- wenn ein anderer Ester verfiittert wiirde, dessen Komponenten 
ebenfalls nicht kérperfremd sind, vom Tierkérper schlecht ver- 
brannt werden und in gemeinsamer Bindung niemals_vor- 
kommen. Wir wiahlten zu diesem Zweck Cholesterin-oxalat und 
zwar den neutralen Ester, tiber dessen Darstellung und Eigen- 
schaften (nach AbschluB unserer Versuche) von Page und 
Rudy?) berichtet wurde. .Beide Komponenten, das Chole- 





1) Diese Z. 162, 238 (1927). 
2) Biochem. Z. 220, 304 (1930). 
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sterin und die Oxalsiure, sind schwer verbrennbar, kommen 
im Organismus vor, aber niemals in Bindung miteinander. 
Wir iiberzeugten uns noch einmal, daB sich in den Fetten 
der Maus nach der Verseifung keine Oxalsiure vorfindet. Dieser 
Ester wurde an Mause verfiittert, wobei ganz besonders giin- 
stige Resorptionsbedingungen durch Zulage von Desoxychol- 
siure geschaffen wurden. Hs zeigte sich nimlich, daB bei Zugabe 
dieser Gallenséiure nicht nur, wie Schénheimer}), Léffler?) und 
Hummel?) berichtet haben, gefiittertes freies Cholesterin iiberaus 
schnell resorbiert und in der Leber zuriickgehalten wurde, sondern 
daB derselbe Erfolg auch bei Fiitterung von Cholesterinpalmitat, 
oder Oleat mit Desoxycholsiure auftritt. 


Gehalt der Mause-Leber an Gesamt-Cholesterin nach Fitterung 
von Cholesterin und Cholesterinestern zusammen mit Desoxy- 
cholsaure. 


Die normale Mause-Leber besitzt einen Cholesteringehalt zwischen 0,52 
und 0,67 °/). 























Fitterungs- :, Cholesterin- Cholesterin- Cholesterin- 
zeit in ‘i'agen Chomeeterin palmitat stearat oleat 

5 2,0°/, 2,29°/, 2,41°/, 2,66°/, 

7 1,84°/, 2,74°/, 1,34°/, 4,41°/, 

8 2,32°/, 2,53°/, 2,40°/, 3,80°/, 

9 2,219/, 3,10°/, 2,54°/, 3,62°/, 


Da aus diesen Versuchen hervorging, da8 das Cholesterin 
unter diesen Versuchsbedingungen, auch wenn es als Kster ge- 
fiittert wird, auBerordentlich schnell resorbiert und abgelagert 
wird, glaubten wir, in der Leber den Platz finden zu miissen, 
wo der Ester bei dieser Versuchsanordnung, falls er tatsiichlich 
ungespalten resorbiert worden wire, aufzufinden sei. 

20 Mause erhielten eine Nahrung von Brot und Pflanzen- 
margarine, der tiglich pro Maus 10 mg des Ksters und 5 mg 
Desoxycholsiure zugelegt war. Die Miuse wurden auf engen 
Drahtnetzen gehalten, unter dem 3 Schichten von Flie8papier 
lagen, die den Harn aufsogen. Das FlieSpapier war vordem sehr 
hiufig mit warmem Wasser gewaschen und mit Ather extrahiert 
worden. Zeimal tiglich wurden die kleinen Kotballen aus dem 
Kafig entfernt. Das FlieBpapier sog sofort den Harn auf. 





1) Biochem. Z. 147, 258 (1924). 
2) Diese Z. 178, 186 (1928). 
8) Diese Z. 185, 105 (1929). 
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Nach 14 Tagen wurden die Tiere getétet, und die Lebern, 
in denen 5,34°/, Cholesterin vorhanden war, mit trocknem Na,SO, 
zerrieben und mit Ather extrahiert. Der Riickstand wurde mit 
Natriumithylat kalt verseift, und die Verseifungsflissigkeit mit 
Ather und Wasser entmischt. Die waBrige Seifenlésung (a) wurde 
mit H,SO, angesiuert und zweimal mit Ather geschiittelt, und 
der Ather zwélfmal mit kleinen Mengen Wasser gewaschen, die 
mit der wiSrigen Lésung a vereinigt wurden. 

Die Lésung wurde im Vakuum vom Ather befreit, mit 
Ammoniak alkalisch gemacht und nach Siuerung mit Essigsiure 
mit Calciumacetat versetzt. Es bildete sich kein Niederschlag. 
Es war also in dem Leberfett keine esterartig gebundene Oxal- 
siure vorhanden. 

Dagegen lieBen sich betrichtliche Mengen von Oxalsiaure 
aus dem Papier gewinnen, das unter dem Drahtnetz lag und das 
den Urin aufgesaugt hatte. (Auch bei einem Hunde, der Chole- 
sterin-oxalat erhalten. hatte, lieB sich im Harn freie Oxalsaure 
nachweisen.) 

Bei Miiusen, die nicht mit Oxalsiiureester gefiittert waren, 
lieBen sich aus dem FlieBpapier nur Spuren von Oxalsaure 
extrahieren. 

Diese Versuche zeigen, daB nach Fiitterung von Cholesterin- 
oxalat auch unter ganz besonders giinstigen Resorptionsbedin- 
gungen in der Leber (wohin die Hauptmenge des einen Bausteines 
[des Cholesterins] gelangt war) kein Oxalsiure-Ester abgelagert 


war. 






































Uber die Spezifitat der Resorption von Sterinen, 
abhangig von ihrer Konstitution. 


Von 


R. Sehénheimer, H. v. Behring und R. Hummel. 
(Ausgefihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft. ) 





(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. August 1930.) 








Trotz ihrer groBen Ahnlichkeit mit dem Cholesterin werden 
das Sitosterin und die anderen Pflanzensterine vom Tierkérper 
nicht resorbiert!). Es schien uns lohnend, diese Resorptions- 
verhailtnisse niher zu untersuchen und eine gréBere Anzahl von 
Sterinen, vor allem von Cholesterin-Derivaten in die Versuche 
einzubeziehen. 

An reinen Pflanzensterinen wurde neu untersucht: Dihydro- 
sitosterin, das von Anderson und Mitarbeitern?) als Be- 
gleiter des Sitosterins in den Pflanzen aufgefunden wurde’), 
Stigmasterin und Brassicasterin*). Nach Fiitterung dieser Sub- 
stanzen mit Gallensiuren an Miusen konnte im Gegensatz zur 
Cholesterinfiitterung keine Vermehrung der Gesamtsterine in der 
Leber beobachtet werden, die fiir eine Ablagerung der gefiitterten 
Substanzen hatte sprechen kénnen. 

Dieselbe Beobachtung machten wir am Isocholesterin*) aus 
dem Wollfett der Schafe, das sich in den neuesten Untersuchungen 
von Windaus und Tschesche®) als ein Gemisch zweier Sterine 
mit 3 und 2 Doppelbindungen herausgestellt hat, deren Kohlen- 
wasserstoffskelette sich von dem des Cholesterins unterscheiden. 
(Sie besitzen 80 Kohlenstoffatome.) Sie haben in bezug auf das 


1) Schénheimer und Yuasa, Diese Z. 180, 1 (1929); Schénheimer, 
Diese Z. 185, 119 (1929); Yuasa, Diese Z. 185, 116 (1929). 

2) Lit. vgl. Schénheimer, v. Behring, Hummel, Diese Z. 192, 
73 (1930). 

*) Unser Praparat ist durch Hydrierung von Sitosterin mit Platin und 
Wasserstoff gewonnen worden (Windaus). 

*) Stigmasterin, Brassicasterin und Isocholesterin ist uns von Herrn 
Prof. Windaus iiberlassen worden, wofiir wir auch an dieser Stelle unseren 
besten Dank aussprechen. 

5) Diese Z. 191, 51 (1929). 
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Kohlenstoffskelett eher Ahnlichkeit mit dem Stigmasterin. Die 
beiden Sterine haben die Namen Agnosterin und Lanosterin er- 
halten. Es ist unwahrscheinlich, da sie sich biologisch vom 
Cholesterin ableiten und es laBt sich, worauf bereits Windaus 
und T'schesche hinwiesen, ausschlieBen, daB sie zu dem Stigma- 
sterin der Pflanzennahrung in Beziehung stehen, denn das Stigma- 
sterin (siehe oben) ist ein unresorbierbarer Korper. Man muB8 
viel eher annehmen, daB die beiden Isocholesterine des Schafes 
ebenso synthetisiert werden wie das Cholesterin. Je mehr Sterine 
aus Tier und Pflanze isoliert und charakterisiert werden, desto 
mehr zeigt sich, daB Tier und Pflanze analoge, nur wenig ver- 
schiedene (teilweise wohl stereo-isomere) Sterine aufbauen: Chole- 
sterin-Sitosterin, Dihydrocholesterin-Dihydrositosterin, Agnosterin 
und Lanosterin-Stigmasterin. Wahrscheinlich haben diese Kérper 
in Tier und Pflanze auch analoge Funktionen zu erfiillen. Ein 
iihnlicher Vorgang liegt vielleicht auch beim Ergosterin vor, das 
im Tier- und Pflanzenreich in kleiner Menge verbreitet ist. Nach 
den bisherigen Versuchen ist es méglich, daB das (unbestrahlte) 
Ergosterin der Pflanzen vom Tier gar nicht resorbiert wird, und 
daher vom Tier ebenso synthetisiert wird wie die anderen Sterine.?) 
Bisher ist auch noch nicht der Beweis erbracht, daB das Ergo- 
sterin der Tiere mit dem Ergosterin der Pflanzen identisch ist 
und es ist médglich, daB hier ahnliche Unterschiede vorliegen, 
wie zwischen Cholesterin und Sitosterin. 

Besonderes Interesse boten Derivate des Cholesterins. Es 
sollte festgestellt werden, welche Anderungen in der Konstitution 
dieses Kérpers gerade die Aufnahme sperren. Dazu kamen von 
vornherein nur kleine Abinderungen am Molekil in Betracht. 
An Stereo-Isomeren wurde das Allocholesterin (Windaus) unter- 
sucht, in dem die Doppelbindung des Cholesterins noch vorhanden 
ist und das sich vom Cholesterin nur durch eine Isomerie am 
_Kohlenstoffatom 1 unterscheidet. Nach Fiitterung von Allo- 
cholesterin wurde eine Zunahme des Steringehaltes in der Leber 
beobachtet, die sich nur mit der Ablagerung resorbierten Allo- 
cholesterins erkliren lieB. Die Menge war aber geringer als bei 
den mit Cholesterin gefiitterten Kontrollen. Da das Allocholesterin 
eine auBerordentlich labile Substanz ist, die sich sehr leicht in 
Cholesterin umlagert, ist es nicht ausgeschlossen, daB Allochole- 


1) Schonheimer u. v. Behring, Klin. Woch. 9, 1308 (1930); Beumer 
u. Hepner, Biochem. Z. 222, 404 (1930); dagegen Page u. Menschick, 
Biochem. Z. 221, 6 (1930). 
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sterin iiberhaupt unresorbierbar ist und in unserm Versuch im 
sauren Magensaft in das resorbierbare Cholesterin verwandelt worden 
ist. Jedenfalls geht aus den Versuchen schon hervor, daB die 
Stellungsisomerie am Kohlenstoffatom 1 die Resorption (und Ab- 
lagerung) zum mindesten erschwert. 

In einer friiheren Mitteilung!) konnte gezeigt werden, daB 
die Besetzung der Doppelbindung im Cholesterin (Dihydrochole- 
sterin) die Resorptionsfahigkeit vollstindig aufhebt. Auch das 
Koprosterin, das in den Faeces gefunden wird, kann vom Darm- 
tractus aus nicht aufgenommen werden. Nach den Untersuchungen 
von Windaus ist das Koprosterin die gesittigte Form des Allo- 
cholesterins. 

Aus besonderen Griinden wurden noch 2 Isomere des Dihydro- 
cholesterins und Koprosterins untersucht, das ¢-Cholestanol?) und 
das Pseudokoprosterin. Sie besitzen fast dieselbe Konstitution wie 
das Koprosterin, nur die Hydroxylgruppe steht in trans-Stellung. 
Dadurch haben die beiden Ko6rper ihre Digitoninfallbarkeit ver- 
loren. Von mehreren Autoren wird angenommen, daB das Ergo- 
sterin, das mit Digitonin fallbar ist und bei der Umwandlung in 
das Vitamin D nach der Bestrahlung seine Fillbarkeit verliert, 
dabei dieselbe Stellungsinderung an der Hydroxylgruppe er- 
leidet. Da das bestrahlte Ergosterin zweifellos resorbierbar ist 
(sonst kénnte es keine Vitamin- Wirkung entfalten), das unbestrahlte 
Ergosterin aber sehr schwer oder gar nicht resorbierbar ist, muBte 
mit der Méglichkeit gerechnet werden, daB das Dihydrocholesterin 
und das Koprosterin nach ihrer Umwandlung in ¢-Cholestanol 
baw. Pseudokoprosterin wieder resorbierbar geworden sind. Die 
Untersuchung von Mausen, die mit diesen Substanzen gefiittert 
waren, bot aber keinen Anhaltspunkt dafiir, daB auch nur 
kleinste Mengen dieser Substanzen aufgenommen waren. Der 
Nachweis  stiitzte sich darauf, da sie bei der Behandlung 
mit Natrium und Xylol in der Hitze teilweise in die mit Digitonin 
fallbaren Isomeren: Dihydrocholesterin bzw. Koprosterin zuriick- 
verwandelt werden. 

Alle Praparate wurden mit der von Hummel beschriebenen 
»,Mikro-Methode“ untersucht. Die eigentlich einzig sichere Re- 
sorptionspriifung, die Fistel des Duktus thoracicus, kam wegen 





1) Vgl. Schénheimer, v. Behring, Hummel u. Schindel, Diese Z. 
192, 73 (1930). 

*) Das e-Cholestanol wurde uns ebenfalls dankenswerterweise von 
Herrn Prof. Windaus zur Verfiigung gestellt. 
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der Kostbarkeit der Substanzen nicht in Betracht. Unsere Nach- 
weisbarkeitsgrenze lag aber tief genug, da8 ein in irgend nennbarer 
Menge resorbiertes Sterin, auch wenn es schnell wieder zu den 
Ausscheidungssorten transportiert werden sollte, hatte aufgefunden 
werden miissen. Natiirlich ist auf Grund der angefiihrten Ver- 
suche nicht auszuschlieBen, daB allerkleinste Mengen resorbiert 
wurden, sich aber der Nachweisbarkeit entzogen haben. Ent- 
scheidend fiir unsere Anschauung ist die véllige Verschiedenheit 
der untersuchten Sterine vom Cholesterin. 

Aus den Formeln geht hervor, wie spezifisch sich die Darm- 
wand bei der Resorption in der Sterinklasse an die Konstitution 
des Cholesterins halt. Geringfiigige Abinderungen (vor allem die 
Besetzung der Doppelbindung) hindern die Resorption vollkommen. 
Eine so spezifische, von der Konstitution abhaingige Resorption 
von Kérpern mit so dhnlichen physikalischen und chemischen 
Eigenschaften ist bisher kaum beobachtet worden?). Sie erinnert 
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Dihydrocholesterin. Koprosterin. 


1) Auf diese Erscheinung beim Ergosterin, das unbestrahlt wahrscheinlich 
gar nicht, in bestrahltem Zustande aber sicher leicht resorbierbar ist, kann 
erst naher eiigegangen werden, wenn die Tatsache der Nichtresorption des 
unbestrahlten Kérpers noch besser gesichert ist als bisher. 
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an die Spezifitaét der Fermente in ihrer Beziehung zum Substrat. 
Solche Erscheinungen kénnen wahrscheinlich nur bei kompliziert 
gebauten Kérpern beobachtet werden. Etwas ahnliches liegt 
vielleicht beim Bilirubin vor, das vollig unresorbierbar ist, aber 
nach der Absiattigung der Doppelbindung (Urobilinogen) relativ 
leicht resorbierbar wird. 

Die mitgeteilten Versuche werfen ein neues Licht auf das 
sonderbare Phinomen, daB der Tierkérper die Pflanzensterine, 
die ihm so reichlich mit der Nahrung zur Verfiigung stehen, ablehnt. 


Versuchsteil. 

Die Ergebnisse der Fiitterungsversuche mit Pflanzensterinen, 
dem Allocholesterin und dem Isocholesterin sind in Tabellenform 
zusammengefaBt. Es wurde immer eine gréBere Zahl von Mausen 
zum Versuch angesetzt, von denen zu verschiedenen Zeiten einige 
zur Analyse der Lebern getétet wurden. Sie erhielten eine Nahrung 
von Brot und Pflanzenmargarine, der pro Tag 5 mg des zu unter- 
suchenden Sterines und 5 mg Desoxycholsiure zugelegt wurden. 
Die nahere Versuchsanordnung sowie die Empfindlichkeit der 
Methode ist eingehend von Hummel?) beschrieben. Zum Ver- 
gleich wurden immer wieder Versuche mit Cholesterin-Fitterung, 
mit Sitosterin-Fiitterung, sowie mit Gallensiure ohne Sterin- 
beigabe vorgenommen. 

Beim Isocholesterin, das mit Digitonin nicht fallbar ist, ge- 
nigte die quantitative Bestimmung der Lebersterine nicht. Der 
negative Befund kann nur aussagen, da8 das Isocholesterin, wenn 
es resorbiert worden ware, nicht in ein mit Digitonin fallbares 
Stern umgewandelt worden ist. Wir haben daher das Iso- 
cholesterin direkt gesucht: Es wurde an dem von den fallbaren 





1) Diese Z. 185, 105 (1929). 
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Gehalt der Mauseleber nach Fiitterung der verschiedenen Sterine 
mit Gallensaure. 


Die normale Mauseleber besitzt einen Cholesteringehalt zwischen 0,52 u. 0,67 °/,. 























Fiitte- | Gallen- | Gallen-| Gallen- | Gallen-| Gallen- | Gallen- | Gallen- 
rungs- | sadure |sdure m.|saure mit |séure m./ saure mit | sure mit | séure m. 
dauerin}| ohne Chole- Sito- | Stigma-| Brassica- | Allochole-|Isochole- 
Tagen | Sterin’) | sterin sterin sterin sterin sterin | sterin 
5 1,35 1,07 | 1,39 — 0,69 --- -- 

1,27 9-931 170 J 0,89 %78 
6 1,29 1,06 1,17 1,39 0,53 -— -— 
0,68 1,77 
7 1,35 — 0,60 0,68 0,56 — 0,97 
0,79 0,85 
8 1,02 3,21 0,74 0,84 0,87 1,81 1,04 
1,39 3,43 1,05 2,45 1,20 
9 — 3,62 0,89 — — 1,52 
3,35 | 1,28 201 | %89 
10 — 4,35 — — — 2,13 — 
5,21 1,98 
11 -~ 4,53 | 0,75 — — — _ 
5,12 |0,49 998 
12 1,44 — ~— 1,44 0,58 — — 
15 0,96 6,38 — 1,02 — — — 
7,02 























Sterinen befreiten Unverseifbaren die Liebermann-Burck- 
hardtsche Farbreaktion angestellt. Das Isocholesterin gibt dabei 
eine intensive Braunfirbung mit einer charakteristischen braun- 
griinen Fluorescenz. Die aus den Mauselebern gewonnene Fraktion 
gab zwar ebenso wie bei nicht behandelten Tieren eine leichte 


Gelbbraunfiirbung, aber keine Fluorescenz. 


Fiitterungsversuche mit e-Cholestanol und Pseudokoprosterin. 


Zu jedem Versuch wurden 10 Mause benutzt. Sie erhielten 
zu ihrer gewohnlichen Nahrung eine Zulage von 5 mg Sterin und 
5 mg Gallensiiure pro Tag und Maus. Nach dem Téten durch 
Nackenschlag wird das Fell mit Alkohol und Ather gewaschen, der 
Darmtractus entfernt und die klein geschnittenen Tiere mit 15°/, 
Salzsiiure zerkocht. Die Lésung wird mit Ather erschépft und 
nach bekannten Methoden nach kalter Verseifung das Unverseif- 
bare abgeschieden. Aus dem Unverseifbaren wird mit einem Uber- 





1) Uber die Vermehrung des Cholesterins in der Leber nach reiner Gallen- 
sdurefiitterung vgl. Hummel, a. a. O. 
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schuB von Digitonin alles fillbare Sterin entfernt, die Mutterlauge 
der Fallung im Vakuum zur Trockne gebracht und mit Ather vom 
Digitoniniiberschu8 befreit. Die atherische Lésung wird durch 
Zusatz von alkoholischer Natrium-ithylat-Lésung noch einmal 
48 Stunden kalt verseift, um mit Sicherheit auch die letzten 
Spuren von Cholesterinestern zu spalten. Es wird von neuem 
Digitonin zugesetzt. Sollte noch eine Triibung oder gar Fallung 
eintreten, so wird nach der Entfernung des Digitonins noch einmal 
kalt verseift und Digitonin zugesetzt. Nach der Entfernung des 
Digitonins wird der von Cholesterin véllig befreite Riickstand 
des Unverseifbaren in trocknem Xylol gelést und nach Zugabe 
eines Stiickchens metallischem Natrium von etwa demselben Ge- 
wicht wie das behandelte Unverseifbare 8 Stunden am RiickfluB 
gekocht. (Wir haben zuerst immer einen Teil des Xylols ab- 
destilliert, um zugleich noch etwa vorhandene Spuren von Ather 
damit zu entfernen.) Die Xylollésung wurde nach dem Abkiihlen 
filtriert, im Vakuum zur Trockne gebracht und der Riickstand in 
Alkohol aufgenommen und mit Digitonin versetzt. In 3 Serien 
von je 10 normalen Mausen lie8 sich in dieser Fraktion keine Spur 
von Fallung hervorrufen. Wurde aber dem Atherextrakt, der aus 
dem salzsauren Hydrolysat der Mause gewonnen war, 5 mg 
é-Cholestanol oder Pseudokoprosterin zugesetzt, so lieB sich in 
dieser Fraktion mit Digitonin noch eine deutliche Fallung er- 
zeugen, die bei Zugabe von e-Cholestanol erheblich stirker war 
als bei Zugabe von Pseudokoprosterin, weil sich ersteres viel 
leichter in Dihydrocholesterin umlagert als das Pseudokoprosterin 
in Koprosterin. 

Zur Kontrolle wurden weiter noch die Unverseifbaren der 
Mauseserien verwandt, die von uns!) mit Cholesterin und den ge- 
sittigten Sterinen Koprosterin und Dihydrocholesterin gefiittert 
waren. Auch hierin lieB sich in der in der oben beschriebenen 
Weise dargestellten Fraktion keine Fiallung hervorrufen. In 
normalen Miausen ist also weder e-Cholestanol noch Pseudokopro- 
sterin vorhanden. 

Auch aus den Mausen, die mit e-Cholestanol oder 
Pseudokoprosterin gefiittert wurden, lieB sich keines 
der beiden Sterine bei dieser Versuchsanordnung nach- 
weisen. 





1) Vgl. Schénheimer, v. Behring, Hummel u. Schindel, Diese Z. 
192, 73 (1930). 























Anthrachinon-Derivate als Basen-Fallungsmittel. 


Von 


Walther Zimmermann. 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Wirzburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. August 1930.) 


Mit Hilfe der Chinizarin-sulfo-siure (Rufiansiure) kann man, 
wie ich vor einiger Zeit gezeigt habe’), eine Anzahl biologisch 
wichtiger Basen sowohl aus alkoholischen wie aus wiBrigen Lésungen 
als schwerlésliche, stéchiometrisch wohldefinierte Salze isolieren. 
Von anderen Anthrachinon-Derivaten wurden bisher, und zwar von 
Rosenthaler, die Dinitro-anthra-chryson-di-sulfo-siure?) und die 
Handelspriparate ,,Alizarin-sulfosaures Natrium“*) und die ,,6-An- 
thrachinon-mono-sulfo-siure“*) zum Nachweis einer Anzahl Alka- 
loide in wiBrigen Lésungen benutzt, welche mit ihnen teilweise 
typisch krystallisierte Produkte liefern. Die Anthrachinon-f-mono- 
sulfosiure ist ferner im Schweizer Patent 102143 (Chem. Fabrik 
Sandoz, Basel) als Fallungsmittel fiir Lobelin geschiitzt. 

Auf Grund dieser Versuche lag es nahe, einige weitere An- 
thrachinon-Derivate auf ihre salzbildenden Eigenschaften, vor allen 
Dingen im Hinblick auf proteinogene Amine, zu untersuchen. 
Diese erweisen sich im allgemeinen nicht so giinstig gegeniiber 
dem Zugriff von Fallungsmitteln wie Alkaloide, die z. T. selbst 
schwerléslich zur Bildung schwerléslicher Salze geradezu praformiert 
zu sein scheinen. Von den Spaltprodukten der EiweiBhydrolyse 
mit ihrer relativ einfachen Konstitution bildet die ,,Di-amino-siure- 
Fraktion“ verhaltnismaBig leicht schwerlésliche Salze, und hier 
scheint das Arginin besonders begiinstigt zu sein, das durch die 
Di-nitro-naphthol-sulfo-siure spezifisch gefallt werden kann.5) Das 





1) Diese Z. 188, 180 (1930); 189, 155 (1930). 
2) Rosenthaler u. Gérner, Z. f. anal. Chem. 49, 340 (1910); Rosen- 
thaler u. Ungerer, Pharm. Zentralh. 54, 1153 (1913). 
*) Apothekerzeitung 41, 1 (1930). 
*) Mikrochemie ITI, 80 (1925). 
5) Kossel u. GroB, Diese Z. 135, 164 (1924). 
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gleiche Praparat leistet als auch Alkaloid-Fallungsmittel aus- 
gezeichnete Dienste.’) 

Im Hinblick auf die hohe Bedeutung verschieden wirkender 
Fallungsmittel auf dem Gebiet der Basenchemie war die Priifung 
weiterer Anthrachinon-Derivate nicht ohne Wert. Die Analyse der 
tierischen und pflanzlichen Basen beruht wie jede Analyse auf dem 
verschiedenen Verhalten der einzelnen Produkte gegentiber ver- 
schiedenen Fallungsmitteln. AuBerdem bedarf man zur Identi- 
fikation der einzelnen Produkte méglichst vieler Derivate, und 
hier reicht gelegentlich die Zahl der gewdhnlich angewandten 
Praparate wie Pikrinsaure, Pikrolonsiure, u. a. m. nicht aus. Bei- 
spielsweise griffen Wrede und Hettche?) bei der Ermittlung der 
Summenformel des Prodigiosins auch zur Anwendung der sonst 
selten verwandten Benzoate und Salicylate. Immerhin ist es von 
Interesse, daB die Zahl der insbesonders auf dem Gebiet der 
Alkaloidchemie verwandten organischen Fillungsmittel umfang- 
reicher ist, als man gemeinhin anzunehmen geneigt ist. Von ihnen 
mégen an dieser Stelle kurz genannt werden: Di- und Tri-nitro- 
benzoesdure, §-Naphthalin-sulfosiure, p-Nitro-phenyl-propiol-siure, 
p-Nitro-benzoeséure, m-Di-nitro-benzoesiure, Gentisinsiure, Tri- 
oxy-benzoesdure*), ferner Tri-nitro-thymol, Tetra-nitro-phenol- 
phthalein, Hexa-nitro-di-phenyl-amin, Tri-nitro-kresol, Tri-nitro- 
phloro-glucin u. a. m.*) 

Die Anwendung der in dieser Arbeit untersuchten Anthra- 
chinon-Derivate erfaihrt durch den meist hohen Preis der Aus- 
gangsmaterialien und durch die Schwierigkeiten der Isolierung der 
freien Sulfosiuren eine gewisse Beschrinkung. Denn im Gegen- 
satz zu der Chinizarin-sulfosiure werden die iibrigen, in Wasser 
leicht léslichen Sulfurierungs-Produkte der Anthrachinon-Reihe 
durch die freie Schwefelsiure nicht ausgesalzen, und man muB 
sich mit ihrer méglichst weitgehenden Ausfillung begniigen. Eine 
Ausnahme hiervon bildet, wie zu erwarten, die Purpurin-sulfo- 
siure, die sich von der Rufianséure durch den Mehrgehalt einer 
Hydroxyl-Gruppe unterscheidet und sich ihr daher absolut abnlich 
verhalt. Doch sind ihre Salze leichter léslich als die Rufianate; 
letztere verdienen also den Vorzug. Ob es sich bei diesem Ver- 


1) Rosenthaler u. Gérner: Z. f. anal. Chem. 49, 340 (1910). 

*) Ber. chem. Ges. 62, 2678 (1929). 

*) Gruttering, Beitrige zur mikrochemischen Analyse usw. Disser- 
tation, Bern 1910. 

*) Vgl. Zusammenstellung bei Rosenthaler, Nachweis organischer 
Verbindungen, Stuttgart, Ferd. Enke, 1914. 
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halten um eine GesetzmaBigkeit in dem Sinne handelt, daB durch 
den EKintritt weiterer Hydroxyl-Gruppen die Salze leichter léslich 
werden, kann an dieser Stelle noch nicht entschieden werden. 
Relativ leicht isolierbar ist auch die Anthrarufin-di-sulfosiure, 
die aus dem Sulfurierungs-Gemisch direkt auskrystallisiert und 
auf einer Glasfritte abgesaugt und so weitgehend von freier 
Schwefelsiure befreit werden kann. Weiter wurden untersucht: 
Alizarin-di-sulfosiure, Anthragallol-sulfosiure, Chrysazin-sulfo- 
sdure, Alizarin-sulfosaures Natrium, §-Anthra-chinon-mono-sulfo- 
siure, §-Anthrachinon-di-sulfosiure und die Chinizarin-di-sulfo- 
siure. 

Die Alizarin-di-sulfosiure gab Fallungen mit Guanidin- 
carbonat, Arginin-carbonat, Histamin-chlorid, nach langerem Stehen 
auch Salze mit Methyl-amin-, Methyl-guanidin-, Kreatinin- und 
Arginin-chlorid sowie mit Kreatin. Keine Salze wurden erhalten 
vom Cholin-chlorid, Putrescin-chlorid (wohl aber nach Soda-Zu- 
satz), Di-methyl-amin-chlorid, Trimethyl-amin-chlorid, Histidin- 
chlorid und |-Histidin, Betain-chlorid, Tyramin-chlorid und Natrium- 
carbonat. Ahnlich verhielt sich das alizarin-sulfosaure Natrium 
des Handels. 

Die Anthrarufin-di-sulfosaiure gab Salze mit den Lésungen 
der Chlor-hydrate von Arginin, Putrescin, Kreatin und Kreatinin, 
Guanidin und Methyl-guanidin, mit Holokain, Papaverin (im Uber- 
schuB léslich) und Strychnin; keine Salze mit Histidin, Lysin, 
Tyrosin, Leucin, Carnosin, Glykokoll, Prolin, Cholin, Trimethyl- 
aminoxyd und Histamin. 

Die Chrysazin-sulfosaiure gab mit den bekannten tierischen 
Basen und den meisten von mir gepriiften Alkaloiden keine schwer- 
léslichen Salze; Fallungen wurden nur mit Holokain, Strychnin 
und Papaverin (im UberschuB léslich) erhalten. 

Die f-Anthrachinon-mono-sulfosiure gab Fallungen 
mit Putrescin- und Guanidin-chlorid; iiber Alkaloid-Fallungen hat 
~ Rosenthaler (a. a. O.) berichtet. 

Die #-Anthrachinon-di-sulfosiure fallt spiarlich das 
Guanidin, auBerdem aber Holokain, Papaverin und Strychnin (lange 
Nadeln). 

Bei den héheren Sulfurierungs-Produkten des Chini- 
zarins konnten auffallende Fiallungseigenschaften bisher nicht 
beobachtet werden. Diese Produkte, jedenfalls wohl reine Chini- 
zarin-di-sulfosiure, entstehen, wenn man nicht, wie ich bei der 
Rufiansiure (a. a. 0.) beschrieben habe, die Sulfurierung in einem 
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offenen Kolben vornimmt, aus dem iiberschiissiges Schwefeltri- 
oxyd abdestillieren kann, sondern in einem geschlossenen GefaB, 
das man zweckmabig statt auf 140° auf 170—180° erhitzt. Die 
freie Siure ist leicht léslich und daher schwer von der anhaftenden 
Schwefelsiure zu befreien. 

Die Purpurin-mono-sulfosiure verhielt sich genau wie 
die Rufiansiure. Wie diese gab sie Fiallungen mit folgenden Basen 
(meistens Chlor-hydraten): Histidin, Arginin, Putrescin, Guanidin, 
Methyl-guanidin, Histamin, Lysin, Betain, Kreatinin, Tyrosin, 
Carnosin, Tyramin, Hypoxanthin, Trimethylaminoxyd, Ammonium- 
chlorid, dann mit Atropin, Brucin, Chinin, Cocain (im Uberschub 
léslich), Codein, #-Eukain, Holokain, Morphin, Narcein, Nicotin, 
Papaverin und Strychnin. 

Die Anthragallol-sulfosiure gab meist amorphe Fallungen 
mit Chlor-hydraten von Histidin, Arginin, Guanidin, Methyl-gua- 
nidin, Carnosin, Lysin, Betain, Putrescin, Creatin, Creatinin (Nidel- 
chen), Ammonium-chlorid, dann mit Brucin, Chinin, Cocain, Codein, 
8-Eukain, Holokain, Morphin (sparlich), Narcein, Nicotin, Papaverin, 


Alkaloid-Fallungen. 
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Pilocarpin, Strychnin, Theobromin; keine schwerldéslichen Salze 
bildete sie bisher mit Sarcosin, Tyrosin, Tri-methyl-amin-oxyd, 
Hypoxanthin, Atropin, Coffein, Cholin, Prolin und Glykokoll. 
Einzelne von ihnen, z. B. Cholin und Prolin, sind aus alkoholischer 
Lésung fallbar. 

Die Di-nitro-anthra-chryson-di-sulfosiure und einige 
andere seltene Priparate konnte ich bisher nicht untersuchen, da 
ich die kostbaren Produkte nicht erhalten konnte. Ich werde kurz 
dariiber berichten, sobald sie mir zugiinglich geworden sind. 


(Vgl. Tabelle) Vor kurzem hat Rosenthaler im Zusammenhang mit 
meinen ersten Veréffentlichungen die Chinizarinsulfosiure (Rufians&ure) als 
Alkaloidfillungsmittel untersucht.!) AuB8er mit den genannten Alkaloiden 
erhielt er zum Teil schwerlésliche Fallungen mit Akonitin, Apomorphin, 
Berberin, Diocain, Dionin, Ephetonin, Heroin, Hydrastinin, Koniin, Narkotin, 
Novocain, Panthesin, Percain, Physostigmin, Psicain, Stovain und Yohimbin. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung der Alizarin-di-sulfo-saure. 
5 g bei 130° getrocknetes Alizarin siccum Merck werden mit 
10 ccm rauchender Schwefelsaure (20°/, Anhydrid) im Paraffinbad 
3 Stunden lang auf 130—150°, und zwar in einem offenen Rund- 
kolben, erhitzt. Nach dem Erkalten wird in 200 ccm destilliertes 
Wasser eingegossen, die Lésung mit Baryt (etwa 55 g) aufgekocht, 
durch Kieselgur vom Bariumsulfat befreit und fiir Fallungen direkt 


verwandt. 
Fallungen: Guanidin. 

0,3 g Guanidin-carbonat werden in wenig Wasser gelést und 
mit der Alizarin-di-sulfosiure-Lésung gefallt. Das abfiltrierte, 
gelbe Pulver wird aus wenig Wasser umkrystallisiert. Lange, 
gelbe Nidelchen von alizarin-di-sulfosaurem Guanidin. Schmelz- 
punkt 259° nach vorherigem, geringem Sintern. 


6,188 mg Substanz gaben 0,512 ccm N (752 mm, 23°). 
5,406 mg » » 0,442 com N (752 mm, 28°). 


(C,,H,0,0S_)CH,N, (459,20). Ber. N 9,15%/, Gef. N 9,44, 9,33°/,. 
In je 100 ccm kaltgesittigter, wiBriger Lésung wurden 0,150 
bzw. 0,160 g alizarin-di-sulfosaures Guanidin gelést gefunden. 


Darstellung der Anthrarufin-di-sulfosadure. 
5 g Anthrarufin werden wie vorstehend 4 Stunden bei 140 bis 
150° sulfuriert. Das Sulfurierungs-Gemisch erstarrt und wird, 
ohne zu verdiinnen, durch eine Glasfritte weitgehend abgesaugt, 





1) Pharm. Zentralh. 71, 561 (1930). 
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abgepreBt, die so erhaltene, nur noch schwach schwefelsaure 
Paste in 100 ccm destilliertem Wasser gelést, und diese Liésung 
nochmals durch Kieselgur filtriert. 


Fallungen: Kreatinin. 


0,2 g Kreatinin-chlor-hydrat werden in wenig Wasser gelist 
und mit der Anthrarufin-di-sulfosiure-Lisung gefallt. Die Fallung 
wird abfiltriert, mit wenig destilliertem Wasser gewaschen und aus 
Wasser umkrystallisiert: Schéne, orangerote, rechteckige Nidel- 
chen von anthrarufin-di-sulfosaurem Di-Kreatinin. Schmelzp. 333° 
mit anschlieBender Zersetzung. Der Kérper ist durch seine 
Krystallform, die gleichzeitig ein Kriterium fiir seine Reinheit 
darstellt, von dem im folgenden beschriebenen Kreatin-Salz unter- 
schieden. 

4,965 mg Substanz gaben 0,579 cem N (748 mm, 22°), 

5,044 mg ” » 0,593 cem N (748 mm, 22°). 
C,,H,0,0S,°(C,H,;N,O), (626,29) Ber. N 13,42°/, Gef. N 18,28, 13,39°/,. 

In je 100 ccm kaltgesittigter, wiBriger Lésung wurden 0,708 
bzw. 0,710 g anthrarufin-di-sulfosaures Di-Kreatinin gelist ge- 


funden. 
Kreatin. 


0,2 g Kreatin, in wenig Wasser gelést, werden mit der Anthra- 
rufin-di-sulfosaure-Lésung gefallt, die Fallung abfiltriert, mit wenig 
destilliertem Wasser gewaschen und aus destilliertem Wasser um- 
krystallisiert. Goldgelbe, sechseckige Blattchen von anthrarufin- 
di-sulfosaurem Di-Kreatin. Schmelzpunkt: Die Substanz fiarbt 
sich allmahlich dunkel und zersetzt sich bei 310° unter Auf- 
schiumen. Die beschriebene Krystallform kann direkt als Rein- 
heitskriterium gegeniiber dem oben beschriebenen Kreatin-Salz 
benutzt werden. 

6,563 mg Substanz gaben 0,742 ccm N (748 mm, 22°). 

7,034 mg os » 9,797 ccm N (748 mm, 22°), 
C,,H,0,.S.°(C,H,N,O,), (662,29) Ber. N 12,69°/, Gef. N 12,87, 12,91°),. 

In je 100 ccm kaltgesiattigter, waBriger Lésung wurden 
0,110 bzw. 0,110 g anthrarufin-di-sulfosaures-Di-Kreatin gelést 
gefunden. 

Darstellung der Chrysazin-sulfosdure. 

5 g Chrysazin werden mit 10 ccm rauchender Schwefelsiure 
2 Stunden bei 140° sulfuriert, das Reaktionsgemisch in 100 ccm 
destilliertes Wasser eingegossen, die Lisung mit 40—50 g Baryt 
aufgekocht, vom Bariumsulfat abfiltriert und fir Fallungsversuche 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXCII. 9 
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direkt verwandt. Fallungen wurden, wie oben beschrieben, nur 
mit einigen Alkaloiden erhalten. 


Darstellung der Purpurin-mono-sulfosaure. 


5 g Purpurin werden genau nach der fiir die Rufiansiure}) 
beschriebenen Methode sulfuriert und die erhaltene Sulfosiure 
isoliert. Die wiBrige Lésung wird mit Alkalien rot. 


Fallungen: Liysin. 

0,3 g Lysin-carbonat werden in 5 ccm destilliertem Wasser 
gelést und Purpurin-sulfosiure-Liésung dazugegeben. Es entsteht 
eine reichliche Fallung, die abfiltriert wird. Ausbeute: 0,4 g di- 
purpurin-sulfosaures Lysin, das, aus wenig Wasser umkrystallisiert, 
bei 249° sintert und sich zersetzt. 


9,327 mg Substanz gaben 0,275 ccm N (749 mm, 23°). 
9,156 mg * » 0,275 cem N (749 mm, 23°). 
(C,,H,O,8),-CgH,,N,O, (818,87) Ber. N 3,42°/, Gef. N 8,85, 3,419. 
In 100 ccm kaltgesittigter, wiBriger Lésung wurden 0,239 
bzw. 0,239 g di-purpurin-sulfosaures Lysin gelést gefunden (gegen- 
iiber 0,166 bzw. 0,163 g beim Lysin-di-rufianat). 


Putrescin. 


0,5 g Putrescin-chlor-hydrat werden in 5 ccm Wasser gelist 
und mit Purpurin-sulfosiure-Lésung gefallt. Die Fallung wird 
abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Aus Wasser umkrystallisiert, 


bildet das di-purpurin-sulfosaure Putrescin kleine Nadelchen, die ~ 


bei 258° schmelzen und sich spiter zersetzen. 

8,325 mg Substanz gaben 0,260 cem N (752 mm, 23°). 

8,160 mg _s,, » 0,260 cem N (752 mm, 23°). 

(C,4H_06S),-C,H, Ny (760,38). Ber. N 8,61°/, Gef. N 3,56, 3,64°/,. 

In je 100 ccm kaltgesittigter, wibriger Lésung wurden 0,054 
bzw. 0,069 g di-purpurin-sulfosaures Putrescin gelést gefunden 
(gegeniiber 0,0218 bzw. 0,0192 beim Putrescin-di-rufianat). 

Die Fillungen von Histidin und Arginin waren unbefriedigend, 
sei es daB sie recht langsam krystallisierten, sei es daB ihre 


Léslichkeiten ziemlich groB waren. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich fir 
Unterstiitzung bei der Durchfiihrung dieser Arbeit zu Dank ver- 
pflichtet. 

1) Diese Z. 188, 180 (1930); 189, 155 (1930). 
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Bestimmung von Aminosduren mit Hilfe physiko-chemischer 
Methoden. 


Von 


H. Ley und B. Arends. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitit Minster.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Aug. 1930.) 


Die vorliegende Untersuchung beschiftigt sich mit der Aus- 
arbeitung von physiko-chemischen Methoden zur quantitativen 
Bestimmung von Aminosiduren, die vielleicht fiir die Bestimmung 
von physiologisch wichtigen, bei der Kiwei8spaltung sowie bei 
anderen biologischen Prozessen entstehenden Aminosiuren von 
einigem Nutzen sein kénnen. 

Fiir die Erkennung sowie die quantitative Analyse wird das 
absorptiometrische Verhalten der Cuprisalze der Amino- 
siuren im sichtbaren Spektralgebiete, sowie der freien Siuren 
im Ultravioletten herangezogen. 

Auch die sichtbaren Absorptionsspektra der Nickelsalze lassen 
sich, wie spiter genauer begriindet werden soll, unter Umstinden 
mit Vorteil fir den geplanten Zweck verwenden. 

Durch die Ausdehnung der Messungen auf mehrere Spektral- 
gebiete scheint es méglich, Gemische von mehr als zwei Amino- 
siuren in bezug auf die Komponenten zu untersuchen. Jedoch 
sollen diese komplizierten Fille erst spiter behandelt werden. 

1. Bekanntlich sind die Cuprisalze der aliphatischen Amino- 
siuren durch intensive blaue bzw. violett-blaue Farbe, die der 
einfacheren aliphatischen Diaminosiuren (z. B. Diaminopropion- 
siure) durch eine mehr rotviolette Farbe charakterisiert. 

Diese charakteristischen Salze sind, wie schon vor langer 
Zeit festgestellt wurde, auBerst wenig dissoziiert und in diesem 
Punkte den sogenannten nullwertigen Komplexsalzen im Sinne 


A. Werners, z. B. [Pt “on | und anderen vergleichbar. Beide 
g* 
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Eigenschaften, die intensive an die ammoniakalischen Kupfersalze 
erinnernde Farbe, sowie das fast véllige Fehlen elektrolytischer 
Dissoziation wird befriedigend durch die sogenannte Inner- 
NH, - CH, -CO-0 
_ 
NH, - CH, -CO-0 
zur Darstellung gebracht, durch die angedeutet werden soll, dab 
das Metall sowohl durch Haupt- als auch durch Nebenvalenzen 
gebunden und aus diesem Grunde nicht befihigt ist, Cupriionen 
in gréBerer Konzentration zu bilden. 

2. Wenn es sich darum handelt, diese ausgesprochenen Farb- 
eigenschaften der Innerkomplexsalze der Aminosiuren bei quanti- 
tativen Bestimmungen durch exakte Photometrierung im sichtbaren 
Spektralgebiet auszunutzen, so ist zunichst eine Untersuchung 
dariiber notwendig, ob die absorptiometrischen Kigenschaften dieser 
Verbindungen bestimmten Bedingungen entsprechen. 

Die Grundlage der Absorptionsphotometrie wird gegeben 
durch das Gesetz von Lambert-Beer, nach dem die sogenannte 


Extinktion log (= 


pro Liter) und Schichtdicke d (in cm) proportional ist. J, ist 
die Intensitaét des eintretenden Lichtes bestimmter Wellen- 
linge A, J die des austretenden Lichtes der gleichen Wellen- 


komplexformel dieser Stoffe, z.B. Glycinkupfer: 


) dem Produkt aus Konzentration c (g-Mole 


linge A, log (+) =é-c-d. 
‘= es ist die sogenannte Molarextinktion; K wird als deka- 


discher oder Bunsenscher Extinktionskoeffizient bezeichnet. 

Fiir die Zwecke der quantitativen Bestimmung mu8 XK der 
Konzentration genau proportional sein (Beersches Gesetz), d.h. es 
muB die Molarextinktion ¢ von der Konzentration unabhingig sein. 

8. Bevor auf die Anwendung dieser Prinzipien naher ein- 
gegangen wird, soll kurz die Beobachtungsmethode besprochen 
werden. 

Die Extinktionsmessungen geschahen mit Hilfe des Spektral- 
photometers von Kénig-Martens mit den von Martens und 
Griinbaum!) vorgeschlagenen Beobachtungsréhren. Fiir genaue 
Messungen ist nur die Anwendung einer monochromatischen 
Lichtquelle zu empfehlen. Als solche diente die Quecksilber- 





1) F. F. Martens und F. Griinbaum, Ann. d. Phys. 12, 984 (1903); 
F. Griinbaum, Dissertation, Berlin 1902. 
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bzw. Amalgamlampe von Heraeus, bei der besonders folgende 
Linien fir die Zwecke der Spektralphotometrie in Frage kommen: 

A = 578 (gelb’, 4 = 546 (griin), A = 435,9 (blau), 4 = 404,4 (violett). 

Im roten Spektralgebiete wurde meist unter Anwendung 
einer Lichtquelle mit kontinuierlichem Spektrum (Nernstlampe) 
photometriert. In diesem Falle ist die Messung weniger genau, 
da die «-Werte von der Weite des Spaltes mehr oder weniger ab- 
hangig werden. Wir haben in der vorliegenden Arbeit besonders 
die gelbe und griine Hg-Linie verwendet. 


4. Extinktionskurven einiger Cuprisalze von Aminosauren 
im Sichtbaren.’) 


Charakteristisch fiir simtliche Cuprisalze der Aminosiuren 
ist die auBerst starke Absorption am roten Ende des Spektrums, 
an dem auch der Tetrammoniakkomplex, z. B. [Cu4 NH,]SO,, stark 
absorbiert. . 

In der folgenden graphischen Darstellung sind die Extink- 
tionskurven der Kupfersalze des Glycins, des Alanins, der Amino- 


a 


JA 1429 75406 1067 1878 L000 2222 
A 7000 06500 6000 =5500 5000 4500 

Vy a T Tt T 
re pr, 














3% oa 
a Ea ee cated 


I Diamino-propionsaures Kupfer 
II Glycin-Kupfer 








Ill a-Alanin-Kiipfer 


ec = 0,01-mol, 


Iv { 





AAA a-Amino-iso-bnttersaures Kupfer 
OOO Prolin-Kupfer 


V Oxyproelin-Kupfer 


in Wasser 


) H. Ley, Z. anorg. Chem. 164, 377 (1927); s. auch H. Ley u. F. Van- 


heiden, Z. anorg. Chem. 188, 240 (1930). 
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iso-buttersiure, des Prolins und Oxyprolins') und der Diamino- 
propionsiure dargestellt. Die Maxima der Absorption der Salze 
der Monoaminosiuren liegen bei etwa 2 = 620 my und zwar fir 
simtliche Verbindungen nicht wesentlich verschieden. 

Der Tetrammoniakkomplex [CuSO,4NH,]° (0,01-mol.) hat ein 
Maximum bei 4 = 640 mu. 

Auffillig verschieden von diesen Salzen der Monoaminosiuren 
sind die der Diaminosdéuren. Hier wurde das Cupri-a,8-Diamino- 
propionat gemessen Cu(0.CO-CH-NH,-CH,-NH,),. Die waBrigen 
Lésungen dieses Salzes unterscheiden sich schon nach subjektiver 
Beobachtung betrichtlich von den erstgenannten; sie sind rétlich- 
violett, was sich der Extinktionskurve entsprechend durch die 
gréBere Durchlissigkeit im Gebiete der langen Wellen erklart. 


5. Beersches Gesetz. 


Friihere Messungen haben ergeben, daB fir Glycinkupfer 
das Gesetz von Beer mit ziemlicher Anniherung Giiltigkeit hat. 
Ks wurde friiher gefunden”): 


e Mole pro Liter e (A = 578) 6 (A = 546) 
0,04 34,6 21,4 
0,01 34,8 22,5 


0,001 35,9 22,2 


Danach wurde also bei zunehmender Verdiinnung ein geringes 
Ansteigen der «-Werte beobachtet. Neu ausgefiihrte, auf héhere 
Verdiinnungen ausgedehnte Messungen ergaben etwas verschiedene 
Resultate und zwar: 


e Mole pro Liter & (A = 578) é (A = 546) 
0,01 35,60 22,12 
0,005 35,33 22,03 
0,001 85,038 21,80 
0,0005 34,43 20,67 
0,0002 29,10 18,33 





1) Sehr reine Priiparate von Prolin und Oxyprolin verdanken wir der 
Freundlichkeit des Herrn Prof. Kapfhammer [vgl. Z. physiol. Chem. 170, 
294 (1927)], dem wir auch an dieser Stelle bestens danken méchten. Genaue 
Messungen der Absorption dieser und anderer Aminosiauren, die bis ins anfing- 
liche Schumann- Ultraviolett durchgefiihrt wurden, werden an anderer Stelle 
verdffentlicht. 

*) H. Ley u. H. Hegge, Ber. chem. Ges. 48, 70 (1915); H. Hegge, Diss. 
Miinster 1914. 
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Als Mittelwerte verschiedener Messungen bei der Konzen- 
tration 0,01 wurden gefunden: 


6 (A = 578) 6 (A = 546) 
35,11 21,83 


Ahnliche Resultate wurden beim Alaninkupfer erhalten. Auch 
hier bleiben die «-Werte im Gebiete mittlerer Konzentration, 
e = 0,01—0,001 ziemlich konstant, fallen aber bei gréBeren Ver- 
diinnungen merklich ab. 

Wir erhielten folgende Werte: 


e Mole pro Liter 6 (4 = 578) 6(A = 546) 
0,01 47,72 31,80 
0,001 46,81 31,21 
0,0005 42,29 27,45 
0,0002 87,338 25,92 
0,0001 30,75 17,48 


Die vorletzte Lésung ist noch eben merklich blau, die letzte 
erscheint fiir das Auge nicht mehr farbig. 

Die Bestimmungen der Extinktionswerte derartig verdiinnter 
Lésungen sind natiirlich mit groBen Fehlern behaftet. Immerhin 
ist deutlich zu erkennen, daB in sehr verdiinnten Lésungen die 
é-Werte stark abnehmen, so dab hier die Konzentrations- 
bestimmungen nicht mehr durchfiihrbar sind. 

Offenbar wird das Abfallen der Molarextinktionen durch 
einen hydrolytischen Vorgang hervorgerufen, denn durch Zusatz 
von Aminosduren zu den verdiinnten Lésungen der Cuprisalze 
erleiden die «-Werte wieder eine Erhéhung, selbst in den ver- 
diinntesten der untersuchten Liésungen c = 2 x 10-4, wo der 
friher in der 0,01-molaren Loésung ermittelte «-Wert nicht nur 
erreicht, sondern sogar etwas iiberschritten wurde, wie folgende 
Messungen zeigen: 

0,0002-mol. Alanin-Kupfer in 0,01-mol]. Alanin. 
e (i = 578) 6 (1 = 546) 

49,12 32,25 
0,0005-mol. Glycin-Kupfer in 0,02-mol. Glycin. 
6(A = 578) (A = 546) 

87,69 24,11 

Die Abweichungen dieser «-Werte von den in konzentrierten 
Lésungen (etwa 0,01-mol.) erkliren sich hinreichend durch Ver- 
suchsfehler. 
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Diese Unbestandigkeit der sehr verdiinnten Lésungen ist 
friiher iibersehen worden; daB sie mit einer Art von hydrolytischer 
Dissoziation zusammenhingt, geht auch daraus hervor, daB bei 
hoher Temperatur aus den verdiinnteren Lisungen direkt braunes 
Cuprioxyd bzw. ein Gel desselben ausfillt. In dem bei ge- 
wohnlicher Temperatur vorhandenen Gleichgewicht diirfte es sich 
um die Bildung eines basischen Salzes oder einer dhnlichen Ver- 
bindung handeln, dessen Extinktion geringer ist als die des 


/9-00-R-NH, 0-CO-R-NH, 
Cn + HO-CO-R-NH,, 
0-CO-R-NH, 


normalen Cuprisalzes!), und das bei héheren Temperaturen in 
Cuprioxyd iibergeht, Diese Vorginge erkliren sich geniigend 
durch die gréBere elektrolytische Dissoziation der Innerkomplex- 
salze zweiwertiger Metalle im Gegensatz zu denen der dreiwertigen. 


HO <— Ca 
+ 2 ali om 


6. Beeinflussung der Extinktion der Cuprisalze der Aminosduren 
durch andere Salze. 


Fir praktische Anwendungen der photometrischen Messungen 
der genannten Salze ist noch hinzuzufiigen, daB Neutralsalze der 
Alkalien die Extinktion nicht wesentlich beeinflussen. Bei einer 
0,01-molaren Alanin—Kupferlésung in 0,5-molarer Natriumchlorid- 
lésung wurden folgende «-Werte gefunden: 


e(4 = 578) 8(4 = 546) 
48,25 statt 47,72 81,52 statt 31,80 


Die gleichen Resultate wurden bei einer 0,01-molaren Alanin— 
Kupferlésung in 0,5-molarer Natriumsulfatlésung erhalten. 


6 (A = 578) = 48,63 (A = 546) = 81,91 


Diese optische Konstanz der Cuprisalze hingt zweifellos mit 
der iuBerst geringen elektrolytischen Dissoziation der Verbindungen 
zusammen und ist bemerkenswert mit Riicksicht auf neuere Ver- 
suche, z. B. von H. v. Halban und L. Ebert?), die nachweisen, 





1) In der gleichen Richtung, d. h. zugunsten der Abnahme der 
Extinktionskoeffizienten wiirde die elektrolytische Dissoziation des Kupfer- 
glycins wirken, die in sehr verdiinnter Lésung, c etwa 10~‘*, merklich ist. 
Wegen des Fehlens genauer Messungen der elektrolytischen Dissoziation 
in groBen Verdiinnungen wurde jener Effekt nicht weiter verfolgt. 

%) Z, physik. Chem, 112, 321 (1924). 
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daB der Zusatz einfacher Salze auf die Lichtabsorption gefirbter 
Ionen einen merklichen EinfluB haben kann. 

Zunichst iiberraschend ist der optische Einflu® stark disso- 
ziierter Kupfersalze, z. B. des Kupfersulfats und des Kupfer- 
chlorids. Die tiefblaue Farbe der reinen Ampholyt-Kupfersalze 
wird weitgehend abgeschwicht. Bei gréBerem Uberschu8 von 
Kupfersulfat geht der Farbton der Lésung nach blau-griin iiber. 

Die Resultate der photometrischen Messungen der Gemische 
Kupfersulfat + Glycinkupfer und Kupfersulfat + Alaninkupfer sind 
in den folgenden Tabellen zusammengestellt und die gefundenen 
spezifischen Extinktionskoeffizienten (K) der Lésungen mit den 
aus den Molarextinktionen der Einzelkomponenten berechneten 
verglichen. Die Molarextinktionen der Einzelsalze, die Mittel- 
werte aus mehreren, gut iibereinstimmenden Messungen vorstellen, 
sind folgende: 








e(A = 578) e(A = 546) 
Alaninkupfer ..... . 41,72 31,80 
Glycinkupfer ....,. . 85,11 21,83 
Kupfersulfat)). . . .. . 0,471 0,167 
= — Daucaes 
4 oO ~ ~~ he on 
~~ O ‘ = a a | 
fo) rs ae S32 Ms 23 K 
a2 Sees Se. aa ae te 
O 8 -n- 2 s - se [K+ K, 
i. ~ 2 tg’ 8 <3 On) 
© Ss] ne 








578 | 0,20 | 0,01 | 0,4772 | 0,0942 | 0,5714 | 0,2604 | 0,45 
546 | 0,20 | 0,01 | 0,8180 | 0,0334 | 0,8514 | 0,1019 | 0,29 
578 | 0,10 | 0,01 | 0,4772 | 0,0471 | 0,5248 | 0,2247 | 0,48 
546 | 0,10 | 0,01 | 0,3180 | 0,0167 | 0,3347 | 0,0940 | 0,28 
578 | 0,04 | 0,01 | 0,4772 | 0,0188 | 0,4960 | 0,2187 | 0,44 
546 | 0,04 | 0,01 | 0,8180 | 0,0067 | 0,3247 | 0,0964 | 0,30 























Die gefundenen Extinktionen betragen also im Gelb weniger 
als 50°/,, im Griin sogar weniger als 30°/, der berechneten. 

Die Mischungen, die auf 1 Mol Alaninkupfer weniger als 
4 Mol Kupfersulfat enthielten, wurden in kiirzester Zeit triibe 
infolge Ausscheidung von basischem Kupfersulfat. Auch aus der 
Mischung Alaninkupfer c = 0,01 und Kupfersulfat c = 0,04 hatte 
sich iiber Nacht eine geringe Menge Niederschlag abgesetzt. 

Ein gleiches Resultat ergaben die Mischungen Glycinkupfer 
und Kupfersulfat. 





1) Vgl. auch Griinbaum, Dissert. Berlin 1902. 
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§ | 6 : 2. '| ¥ 
‘i - . > oO 3 a © = 
S| a+selag|“8 |] se] «x 
, =) 2 a>) R “o + ‘o $ & acetone 
s - |oeg | o8 -£ | $& [K+K, 
- o Le O ro * 
© S “~ rq 2 2 hy of 
578 | 0,20 | 0,01 | 0,8511 | 0,0942 | 0,4453 | 0,2271 0,51 
546 | 0,20 | 0,01 | 0,21883 | 0,0334 | 0,2517 | 0,0882 | 0,35 
578 | 0,10 | 0,01 | 0,8511 | 0,0471 | 0,3982 | 0,1878 | 0,47 
546 | 0,10 | 0,01 | 0,2183 | 0,0167 | 0,2350 | 0,0772 | 0,33 


578 | 0,04 | 0,01 | 0,8511 | 0,0188 | 0,3699 | 0,1664 | 0,45 
546 | 0,04 | 0,01 | 0,2183 | 0,0067 | 0,2250 | 0,0685 | 0,30 
578 0,10 0,008 0,2808 0,0471 0,3279 0,1604 0,49 
578 | 0,04 | 0,004] 0,140 | 0,018 0,1580 | 0,0816 | 0,52 
578 | 0,02 | 0,01 | 0,8511 | 0,0094 | 0,3605 | 0,1718 | 0,48 
546 | 0,02 | 0,01 | 0,2183 | 0,0033 | 0,2216 | 0,0811 | 0,37 
578 0,01 0,01 0,3511 0,0047 0,3558 0,2106 0,59 
546 | 0,01 | 0,01 | 0,2183 | 0,0017 | 0,2200 | 0,1085 | 0,49 

Die Lisungen dieser Mischungen blieben bei weitgehender 
Verinderung des Mischungsverhiltnisses bei Zimmertemperatur 
klar. Bei einem Konzentrationsverhialtnis 1:1 schied sich aber 
beim Erwiirmen eine nicht unbetrichtliche Menge basisches 
Kupfersalz ab. 

AuBer der Aufhellung der Farbe findet auch eine Léslich- 
keitserhGhung der aminosauren Kupfersalze statt. 

Durch Zusatz von Kupferchlorid wird die Extinktion der 
Ampholyt-Kupfersalze in derselben Weise verringert wie durch 
Kupfersulfat. Auf die Wiedergabe der Messungswerte kann daher 
verzichtet werden. 

Diese weitgehenden Anderungen diirften auf die Bildung von 
Molekiilverbindungen zuriickzufiihren sein, wie sie von Kraut’) 
betreffs des Kupferchlorids mit Glycinkupfer beschrieben wurden. 

Zur Nachprifung wurde eine Liésung daquimolarer Mengen 
Kupfersulfat und Glycinkupfer auf dem Wasserbade eingeengt. 
Die ausgeschiedenen, dunkelblauen, einheitlichen Krystalle unter- 
schieden sich, unter dem Mikroskop gesehen, merklich von denen 
der Einzelsalze. Die rein chemische Seite der Angelegenheit 


wurde vorliiufig nicht weiter verfolgt. 


7. Optisches Verhalten von Gemischen der Ampholytcuprisalze. 
Handelt es sich um die Untersuchung eines Gemisches zweier 
Aminosiuren in Gestalt ihrer Kupfersalze, so ist zunichst fest- 


























1) Liebigs Ann. 266, 306 (1891). 
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zustellen, ob sich diese in ihrer Extinktion etwa gegenseitig be- 
einflussen. Fir Glycinkupfer und Alaninkupfer ist das nicht der 
Fall, wie wir fiir eine Reihe von Gemischen festgestellt haben. 

Werden die Extinktion des Gemisches mit K, die Extink- 
tionen des Glycin- und des Alaninkupfers mit K, bzw. K, be- 
zeichnet, so gilt hier also K= K,+ K,. Die Werte fir XK, 
und K, ergeben sich aus den Molarextinktionen ¢, und ¢,. Ist c, 
die Konzentration des Glycinkupfers, C, die des Alaninkupfers, 
so ist K, =c,-¢,; K, =c,-@. Die Resultate der Messungen 
sind in der folgenden Tabelle wiedergegeben. 





















































= = he 3 

e ai + Iea-1 “4 | & 

=r as - S il | BS 

Cy Cy A} i's | 9 wy «=IBS-H] . b= 

3 3 n Jes] & A 
wel etd Me, ae Baten Me 

0,00333 | 0,00667 | 578 | 0,1170 | 0,3181 | 0,4351 | 0,4395 | 0,0044 | 1,01 
0,00383 | 0,00667 | 546 | 0,0728 | 0,2120 | 0,2848 | 0,2873 | 0,0025 | 0,88 
0,00500 | 0,00500 | 578 | 0,1756 | 0,2386 | 0,4142 | 0,4245 | 0,0103 | 2,43 
0,00500 | 0,00500 | 546 | 0,1092 | 0,1590 | 0,2682 | 0,2744 | 0,0062 | 2,31 
0,00667 | 0,00383 | 578 | 0,2341 | 0,1591 | 0,3932 | 0,3933 | 0,0001 | 0,02 
0,00667 | 0,00333 | 546 | 0,1455 | 0,1060 | 0,2515 | 0,2539 | 0,0024 | 0,95 


Sowohl bei den Mischungen des Alaninkupfers als auch des 
Glycinkupfers mit dem diaminopropionsauren Kupfer zeigen aber 
die gefundenen K-Werte gegeniiber den errechneten im Gelb 


Mischungen von Glycinkupfer (A) und diaminopropionsaurem Kupfer (B). 





























-_ —_ ey . N 

me bo O ey np he 5 

o/s] + [520] | |e 

e, (A) e, (B) A oan a & ke So - ! = 

<o | og un imaes] & A 

S 2]. a bw °/ 
es. ae a Ls ee 
0,0075 | 0,0025 | 578 | 0,2633 | 0,1460 | 0,4093 | 0,4425 | 0,0332 | 8,11 
0,0075 | 0,0025 | 546 | 0,1637 | 0,1533 | 0,3170 | 0,8249 | 0,0079 | 2,49 
0,00667 | 0,00383 | 578 | 0,2341 | 0,1947 | 0,4288 | 0,4643 | 0,0355 | 8,28 
0,00667 | 0,00383 | 546 | 0,1455 | 0,2044 | 0,3499 | 0,3571 | 0,0072 | 2,06 
0,0050 | 0,0050 | 578 | 0,1756 | 0,2920 | 0,4676 | 0,5040 | 0,0364 | 7,78 
0,0050 | 0,0050 | 546 | 0,1092 | 0,3066 | 0,4158 | 0,4192 | 0,0034 | 0,82 
0,00333 | 0,00667 | 578 | 0,1170 | 0,3894 | 0,5064 | 0,5292 | 0,0228 | 4,50 
0,00383 | 0,00667 | 546 | 0,0728 | 0,4089 | 0,4817 | 0,4806 | 0,0011 | 0,23 
0,0025 | 0,0075 | 578 | 0,0878 | 0,4381 | 0,5259 | 0,5517 | 0,0258 | 4,90 
0,0025 | 0,0075 | 546 | 0,0546 | 0,4599 | 0,5145 | 0,5167 | 0,0022 | 0,43 
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(A == 578) nicht unbetrachtliche Abweichungen, wihrend die Unter- 
schiede im Griin (A = 547) noch innerhalb der Fehlergrenze liegen. 
Die Molarextinktionen des diaminopropionsauren Kupfers 


betragen: 
8 (4 578) = 58,41 6(4 546) = 61,32 


Mischungen von Alaninkupfer (A) und diaminopropionsaurem Kupfer (B). 








= S ha . S 

asaia8s + |e] & 2 

“a i os | D 

(A) | (BR) ] A; —e i —%3 ~ [pai] | te 
2 oe a 0/ 

‘0 








0,0075 | 0,0025 | 578 | 0,8464 | 0,1460 | 0,4924 | 0,5252 | 0,0328 | 6,7 
0,0075 | 0,0025 | 546 | 0,2885 | 0,1588 | 0,3918 | 0,3941 | 0,0023 | 0,8 
0,00667 | 0,00833 | 578 | 0,8181 | 0,1947 | 0,5128 | 0,5447 | 0,0319 | 6,2 
0,00667 | 0,00383 | 546 | 0,2120 | 0,2044 | 0,4164 | 0,4198 | 0,0034 | 0,8 
0,0050 | 0,0050 | 578 | 0,2386 | 0,2921 | 0,5307 | 0,5689 | 0,0382 | 7,2 
0,0050 | 0,0050 | 546 | 0,1590 | 0,3066 | 0,4656 | 0,4755 | 0,0099 | 2,1 
0,00333 | 0,00667 | 578 | 0,1591 | 0,3894 | 0,5485 | 0,5953 | 0,0478 | 8,7 
0,00333 | 0,00667 | 546 | 0,1060 | 0,4088 | 0,5148 | 0,5383 | 0,0185 | 3,6 
0,0025 | 0,0075 | 578 | 0,1193 | 0,4381 | 0,5574 | 0,5838 | 0,0264 | 4,7 
0,0025 | 0,0075 | 546 | 0,0895 | 0,4599 | 0,5494 | 0,5502 | 0,0008 | 0,15 


























Fiir die Untersuchung von Gemischen aminosaurer Kupfer- 
salze bei Anwesenheit von diaminopropionsaurem Kupfer ist also 
nur die griine Quecksilberlinie (A 546) zu verwenden. Kine Er- 
klirung dieses Effektes soll erst nach Beendigung weiterer 
Messungen versucht werden. 


8. Bestimmung der Konzentrationen der Einzelkomponenten 
in Gemischen mehrerer Ampholyt-Kupfersalze. 


Da sich in Gemischen von Glycinkupfer und Alaninkupfer 
die Extinktion X additiv aus den Einzelextinktionen X, und KX, 


zusammensetzt, also 
(1) K = 8, -¢, + & +6, 


ist, kann man die Konzentrationen c, und c, der beiden Kom- 
ponenten aus der Extinktion des Gemisches berechnen. 
Ist die Gesamtkonzentration 


(2) e=¢,+¢, 
bekannt, so folgt aus Gleichung (1): 
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K—- e+ : 


(3) > 


& — & 


Die Anwendung dieser Gleichung setzt voraus, daB in einem 
Spektralgebiet gemessen wird, in dem die Molarextinktionen «, 
und «, der beiden Salze geniigenden Unterschied voneinander 
aufweisen. 

Die Gesamtkonzentration c kann durch eine Kupferbestimmung 
ermittelt werden. 

Wir haben unter Anwendung dieser Gleichung fiir eine Reihe 
von Gemischen mit bekannter Gesamtkonzentration die Konzen- 
trationen der Einzelsalze bestimmt. 

Wie die folgende Zusammenstellung zeigt, stimmen die ge- 
fundenen c,- und c,-Werte mit den wirklich vorhandenen be- 
friedigend iiberein. Man darf natiirlich keineswegs iibersehen, 
daB die gefundenen Werte nur Anniherungswerte darstellen 
kénnen, da die Ablesefehler bei der Photometrierung die Ge- 
nauigkeit des Resultates stark beeinflussen. 





| 
























































42 Seales 3 In 100 cem In 100 ecm 
2§ — oe r= g FE x _| Lésung sind Lésung sind 
ES 4 SS sa e]8'3 go] g Alanin-Cu g Glycin-Cu 
3 a eeisS@e-|5 > m= eS 

& 2 = a |< aah g gef. | statt gef. | statt 
0,0222 | 578] 0,8896 | 0,00874 | 0,01346 monica | | 0,3092 
0,0222 | 546 | 0,5722 | 0,00879 | 0,01841 |} 0,2264 °,2268 | 0,8080 |f 99078 
0,01659 | 578 | 0,6739 | 0,00725 | 0,00934 moped ; 0,2144 \ 
0,01659 | 546 | 0,4384 | 0,00764 | 0,00895] 0,1970 f 9197 | o 2056 f %205 
0,01947 | 578 | 0,8294| 0,01156 | 0,00791 o8i80 0.1817. 
0,01947 | 546 | 0,5437] 0,01191 | 0,00756] 0,3068 f 93099 ae 0,1710 
0,01348 | 578 | 0,4736 | 0,000166] 0,01326 tena —_— 
0,01348 | 546 | 0,2975 | 0,00043 |0,01300] 0,011 1f ~ 0,2986 |f 3084 
0,01938 | 578 | 0,7485 | 0,00540 | 0,01398| 0,1398 |) 0,8211 

‘| 0,1532 } 0,8084 

0,01938 | 546 | 0,4828 | 0,00595 | 0,01343] 0,1533 0,3085 


Um die GréBe des Messungsfehlers in A auf das Resultat 





zu untersuchen, differentiiert man die Gleichung (3) nach K und 
erhalt durch eine Umrechnung fiir die relativen Fehler in c, 
und ¢,: 


de, _ dK 


= ’ 
Ci C, (8 — &) 
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Die Fehler in c, und c, sind somit der Differenz der 
Extinktionskoeffizienten, sowie der Konzentration c, und c, um- 
gekehrt proportional. 

Nimmt man an, daB man die K-Werte bis auf 1°/, genau 
ermitteln kann, so wiirde bei der verwendeten Wellenlinge 1578 
und den ¢,- und ¢,-Werten von 47,72 bzw. 35,11 ein Fehler von 
1°/, in K sich in folgender Weise bei den angegebenen Kon- 
zentrationen c, und c, auswirken: 





de d 
c ¢, (Alanin-Cu) —¢, (@lyein-Cu) —-100-— 100 -—= 
1 2 
0,02 0,01 0,01 6,6 6,6 
0,02 0,015 0,005 4,7 14,1 
0,02 0,005 0,015 12,1 4,0 


9. Uberfiihrung der Aminosaéuren in die Kupfersalze. 


Voraussetzung bei den Konzentrationsbestimmungen von 
Aminosiiuren in Gemischen ist natiirlich die Méglichkeit, dieselben 
quantitativ in die Kupfersalze umzusetzen. 

Zur Uberfiithrung in die Kupfersalze wurden 20 ccm Amino- 
siurelésung von der Konzentration c= 0,1 1—2 Stunden auf dem 
Wasserbade mit iiberschiissigem, frisch bereitetem Kupferoxyd 
erwirmt, die Lisung auf 100 ccm aufgefiillt, so daB die Kon- 
zentration des Kupferkomplexes bei voélliger Umsetzung c= 0,01 
betragen miifte, dann filtriert und photometriert. Aus dem Ver- 
_hialtnis der gefundenen Extinktion zu der errechneten ist der 

Grad der Umsetzung zu ersehen. 

Das Kupferoxyd wurde aus frisch gefilltem Kupferhydroxyd 
durch Erwirmen auf etwa 75° erhalten und durch hiaufiges 
Dekantieren alkali- und sulfatfrei gemacht. 


1. Umsetzung von Glycin in Glycinkupfer. 





A = 578 (gelbe Hg-Linie) 


4 = 547 (griine Hg-Linie) 


K gefunden K berechnet 
0,3511 0,3511 
0,3433 0,3511 
0,3378 0,3511 


2. Umsetzung von Alanin in Alaninkupfer. 


A = 578 

K gefunden K berechnet 
0,4680 0,4772 
0,4600 0,4772 


K gefunden K berechnet 
0,2225 0,2183 
0,2059 0,2183 
0,2125 0,2183 


A = 547 
K gefunden K berechnet 
0,8154 0.3180 
0,3094 0,3180 
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Einfacher ist die Uberfihrung der Aminosiuren in die Kupfer- 
salze, wenn man statt des Kupferoxyds frisch gefilltes Cu(OH), 
benutzt, da die Umsetzung bereits in der Kilte erfolgt. 

Es ist aber darauf zu achten, da8 bei der Herstellung des 
Kupferhydroxydes das Kupfersulfat mit der genau ‘quivalenten 
Menge Natronlauge versetzt wird, da sowohl ein UberschuB an 
freiem Kupfersulfat als auch an freien Hydroxylionen die Extinktion 
stark beeinfluBt. 

Um sicher zu gehen, dab die Umsetzung in das Kupfersalz 
quantitativ erfolgte, wurde die Liésung nach der Zugabe von 
Kupferhydroxyd noch etwa 1 Stunde auf dem Wasserbade er- 
warmt. 

Bei der Photometrierung wurden folgende Resultate erhalten: 


1. Umsetzung von Glycin in Glycinkupfer. 


A = 578 A = 547 
K gefunden statt K gefunden statt 
0,6859 0,7022 0,4240 0,4366 
2. Umsetzung von Alanin in Alaninkupfer. 
A= 578 A = 547 
K gefunden statt K gefunden statt 
0,4733 0,4772 0,8114 0,3180 


SchlieBlich wurden noch einige Gemische von Alanin und 
Glycin, deren Kinzelkonzentrationen bekannt waren, mittels Kupfer- 
hydroxyd in die Kupfersalze iiberfiihrt und aus den photometrisch 
bestimmten é¢-Werten wiederum die HKinzelkonzentrationen be- 
stimmt. 

Die Lésungen waren so angesetzt, daB in der Mischung bei 
vollstiindiger Umsetzung die Gesamtkonzentration des Kupfers 
c= 0,02 betrug. Unter Einsetzung dieses c-Wertes wurden fiir 
die Konzentrationen der EKinzelkomponenten folgende Werte ge- 
funden: 
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| 0,0200 578 0,8919 0,01500 0,01504 0,00500 0,00496 
0,0200 547 0,5815 0,01500 0,01453 0,00500 0,00547 
9 0,0200 578 0,7629 0,00500 0,00481 0,01500 0,01519 
0,48075 | 0,00500 0,00443 0,01500 0,01557 
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Beim Versuch 2 wurde die wirklich vorhandene Gesamt- 
konzentration der Kupfersalzlésung durch eine elektrolytische 
Kupferbestimmung zu 0,01977 statt zu 0,0200 ermittelt. Bei 
Einsetzung dieses Wertes ergaben sich folgende Kinzelkonzen- 
trationen: 


Cy Ce 
4 578 : 0,00545 statt 0,00500 A 578 : 0,01455 statt 0,0150 
4 547: 0,00493 = ,, 0,00500 2, 547: 0,01507 ,, 0,0150 


Nach allem diirfte es méglich sein, bei der Untersuchung 
der Aminosiiuren das absorptiometrische Verhalten ihrer charak- 
teristischen Cuprisalze etwa fiir analytische Zwecke dann zu ver- 
wenden, wenn es sich zunichst um orientierende Feststellungen 
handelt; zur Verfeinerung der Methoden werden die Versuche 
nach verschiedenen Richtungen fortgesetzt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind wir 
fir die Férderung der Arbeit zu aufrichtigem Dank verpflichtet. 














